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Abstrakt

Mykorhizni symbiéza je v pfirodé velmi rozSifeny fenomén. Mezi symbionty dochazi
k translokaci zivin, pfi€emz velmi dllezitou Ulohu v tomto procesu hraje disacharid trehal6za.
Tento sacharid vSak také plni fadu dllezitych funkci v metabolismu hub i rostlin. U hub trehaldéza
slouzi pfedevsSim jako zasobni a transportni sacharid. V metabolismu rostlin naproti tomu trehal6za
funguje jako signalni molekula, a to jiz v extrémné malych mnozstvich. Je tedy pravdépodobné,
Ze na fyzickém rozhrani mezi symbionty by tento sacharid mohl slouzit houbam k ovlivnéni
metabolismu rostliny. Obdobnou Ulohu trehaléza patrné zastava v fadé parazitickych interakci.
Ve vétsiné typd mykorhiznich asociaci vytvafi syntéza trehal6zy v myceliu uhlikovy sink, ktery vede
k pfesunu sacharidt z rostliny. Zcela odliSna situace nastava v téch typech mykorhizni symbiézy,
kde rostlina ziskava sacharidy z houbového symbionta. Nékteré rostliny totiz dokazou trehal6zu
ucinné utilizovat i jako jediny zdroj energie. Zde se proto otevira otdzka, zda by takové rostliny
nemohly trehalézu z houbového symbionta cilené ziskavat pravé i jako zdroj energie a uhliku.
Tato literarni reSerSe si klade za cil vySe nastinéné moznosti zhodnotit a diskutovat s ohledem

na dostupné literarni zdroje.

Kli¢ova slova:
mykorhiza, orchideje, parazitismus, sacharidy, sink, symbibéza, translokace, trehal6za,

trehal6za-6-fosfat

Abstract

Mycorrhizal symbiosis is a widely spread phenomenon in nature. A translocation of nutrients
occurs between symbionts with disaccharide trehalose playing a key role in the process.
However, this saccharide fulfils many important roles in metabolism of fungi and plants. Fungi use
trehalose mainly as storage and transport saccharide. On the other hand, trehalose occurs
in extremely low amounts in plants where it acts as asignal molecule. Thus it is likely
that the saccharide could be used by the fungus to manipulate plant metabolism on a physical
interface between symbionts. Trehalose has a similar function in many parasitic interactions.
In most cases of mycorrhizal associations trehalose synthesis creates a carbon sink in mycelium
which leads to saccharide transfer from the host plant to the fungus. Completely different situation
occurs in the types of mycorrhizal symbiosis, where saccharides are translocated from a fungus
to a plant. Some plants can utilize trehalose effectively as a sole source of energy. Consequently,
the question raises — could such plants gain fungal trehalose on purpose as a source of energy
and carbon? This review aims to assess and discuss the mentioned possibilities considering

available literature.
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trehalose-6-phosphate
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Poznamka:

Zplsob znaceni proteint a genl neni v literatufe zcela unifikovan, proto upfesnim typ znaceni
pouzity v této praci. Zkratky proteind jsou psany rovnym pismem a pocateCni pismeno je vzdy
velké (napf. AmMTPS). Zkratky genl jsou psany kurzivou (napf.treYZ). Nazvy mutant(
s nefunkénim genem jsou psany malym pismem a kurzivou, pfipadné oznaceny velkym feckym

pismenem delta (napf. Afps1).



1. Uvod

Mykorhizni symbi6za pfedstavuje vztah mezi rostlinami a houbami. Charakter této symbiézy
se pohybuje mezi mutualismem a parazitismem. Parazitické sklony pfitom mohou mit oba
symbionti. V pfipadé, Zze se jedna o mutualismus, ziskava vétsinou houba od rostliny uhlikaté
latky pochazejici z fotosyntézy a houba naopak zajistuje rostliné vétsi ptisun dusiku, fosforu
a vody. Svou roli v tomto pfesunu sehrava i trehaléza, tedy disacharid, ktery ma v metabolismu
obou symbiontl znaCny vyznam. Celkové je vSak o Uloze trehalbzy v mykorhizni symbi6ze
v soucasné dobé zndmo pomérné malo. Relativné dobfe prostudovana je uloha trehaldzy
pfi tvorbé uhlikového sinku v mykorhizovanych kofenech. Uhlikovy sink je rezervoar
akumulujicic uhlikaté latky. Trehaldza a jeji intermediat trehaléza-6-fosfat (T6P) se u rostlin silné
uplatiuji v signalizaci, napfiklad pokud jde o metabolismus sacharidi, a tedy je nasnadé
uvazovat i o SirSim vyznamu tohoto disacharidu v mykorhizovanych pletivech. Tato prace
shrnuje dosavadni poznatky o Uloze trehalozy v mykorhizni symbibéze a nékterych Cisté
parazitickych interakcich mezi rostlinami a houbami. Kapitola vénujici se parazitismu ma za ukol
pfedevsim ilustrovat manipulaéni potencial exogenni trehalézy v metabolismu rostlin.
V kontextu téchto informaci vyvstava fada otédzek. Je mozné, aby houbové trehal6za
ovliviiovala metabolismus rostlin i pfi mykorhizni symbi6éze? A v jaké mife k tomu pfipadné
dochazi? Mlze naopak v nékterych mykorhiznich interakcich trehaléza figurovat v negativnim
vlivu rostliny na mykorhizni houbu? DalSi otazka se otevira ohledné toho, zda obsah trehal6zy
v mykorhizovanych pletivech maze indikovat charakter symbiotické interakce. Tyto otazky budu
diskutovat v zavislosti na dostupnych zdrojich. Uz jen vzhledem k tomu, Ze mykorhizni
symbi6za byla zaznamenana u vétSiny studovanych rostlin, véetné téch hospodarsky

vyznamnych (Selosse a Le Tacon 1998), se jevi téma této prace jako hodné feseni.

1.1. Vlastnosti a biosyntéza trehal6zy

Trehal6za, a-D-glucopyranosyl-(1—1)-a-D-glucopyranosid, je neredukujici disacharid
sestavajici ze dvou glukézovych podjednotek spojenych glykosidickou vazbou. Z vlastnosti této
molekuly je tfeba zminit jeji silné osmoprotektivni UCinky. Bylo opakované pozorovano,
Ze trehaléza chrani membrany a proteiny pfed negativnim vlivem osmotického stresu (Crowe
et al. 1984; Albertorio et al. 2007; da Costa Morato Nery et al. 2008). Tato schopnost trehal6zy
je vyuzivana fadou organismu v obrané proti extrémnim teplotam, pfitomnosti volnych radikalu
i suchu (napf. Drennan et al. 1993; da Costa Morato Nery et al. 2008).

Poprvé byla tato slou¢enina popsana u kokonl nékterych poustnich broukt v oblasti byvalé
Perské fise (Hanbury 1859). V perstiné pro tento sacharid, povazovany nékdy za biblickou

manu (Paul et al. 2008), existuje vyraz schakar tigal, coz v pfekladu znamend ,cukr z hnizd*



(Hanbury 1859). V turectiné existuje pro tuto sladkou slozku kokont pojem tréhala, od kterého
je odvozen dnes pouzivany termin trehaléza (Hanbury 1859). Dlouho je téZ znama pfitomnost
trehaldézy u hub, zejména u kvasinek (Koch a Koch 1925), ale i u mykorhiznich hub (napf. Lewis
a Harley 1965a; Wannet et al. 1998). Az do roku 1998 se predpokladalo, ze rostliny,
az na nékolik poikilohydrickych druhd, trehal6zu nesyntetizuji, pfestoze schopnost syntézy
a degradace trehal6zy byla zndma u pylu nékterych rostlin, a téz byla znama schopnost
pylovych lacek trehal6zu utilizovat (Gussin et al. 1969; Gussin a McCormack 1970).
V roce 1998, pfed kterym uz fada pozorovani naznaCovala schopnost rostlin tento disacharid
syntetizovat (napf. Goddijn et al. 1997), byly objeveny geny pro biosyntézu trehalézy
u huseni¢ku Arabidopsis thaliana (Bldzquez et al. 1998; Vogel et al. 1998). Z dalSich studii
se ukazalo, Ze geny pro biosyntézu trehaldzy jsou u rostlin dobfe konzervované a tvofi pomérné
rozsahlé genové rodiny (Leyman et al. 2001; Avonce et al. 2006; Lunn 2007; Yang et al. 2012).

Dlvodem, pro¢ nebyla trehal6za dfive u rostlin vétSinou identifikovana, je velmi nizké
mnozstvi, ve kterém se v metabolismu rostlin vyskytuje (Lunn et al. 2006; Martins et al. 2013;
Carillo et al. 2013). Naopak schopnost rostlin degradovat trehal6zu byla znama dlouho.
Predpokladalo se, coz se do jisté miry i pozdéji potvrdilo, Ze degradace trehaldzy je dllezita
pro obranu rostliny proti nékterym patogenidm. Jak bude diskutovano v dalSich kapitolach,
trehaléza a jeji intermediat trehal6za-6-fosfat maji v metabolismu rostlin a hub celou fadu
funkci. Dnes je znamo, ze k syntéze trehaldézy dochazi u vSech organism( vyjma obratlovc,
ktefi ji ale jsou schopni degradovat. Degradace trehaldézy je u naprosté vétSiny organismu
katalyzovana enzymem trehaldzou za vzniku dvou molekul gluk6zy. Oproti tomu drah vedoucich
k syntéze trehal6zy je vice. Pro biosyntézu trehaldzy existuje pét béznych a nékolik vzacnéjsich
drah.

Biosynteticka draha OtsA-OtsB je v Zivé pfirodé nejbéznéjsi. Vyskytuje se u bakterii

(De Smet et al. 2000), archebakterii (Zaparty et al. 2013), bezobratlych zivoc€ichl (Candy a Kilby
1961; Murphy a Wyatt 1965), u hub (nap¥. Leloir a Cabib 1953; Cabib a Leloir 1958; Lépez et al.
2007), i jinych organismd (Brodmann et al. 2002) a pfedstavuje vyhradni zplsob biosyntézy
trehaldzy u rostlin (napf. Blazquez et al. 1998, Vogel et al. 1998; Leyman et al. 2001; Yang et al.
2012). Zminéna biosynteticka draha probiha takto (obr. . 1):
uridindisfosfatglukéza (UDP-glukéza) + glukdza-6-fosfat — urididifosfat (UDP) + trehal6za-6-
fosfat — trehaléza + anorganicky fosfat (Pi), pfiCemz prfeneseni gluk6zové jednotky na
glukéza-6-fosfat katalyzuje enzym trehal6zafosfatsyntaza (TPS) a odStépeni fosfatu z T6P
enzym trehalézafosfatfosfataza (TPP).

Druhou drahou, jez je relevantni pro tuto préci, pfedstavuje draha TreP. Tato draha je

pfitomna u nékterych zastupcu fiSe Rhizaria (Belocopitow a Maréchal 1970), u bakterii (Kizawa



et al. 1995) a vyskytuje se u hub, jako napfiklad u pecarky Agaricus bisporus (Wannet et al.
1998), muchomurky Amanita muscaria (Loépez et al. 2007), & ektomykorhizni houby
Cenococcum geophilum (Kerner et al. 2012). U rostlin se tato draha nevyskytuje. Reakce je
katalyzovana enzymem trehalézafosforylazou a probiha nasledovné (obr. €. 1):
Glukoza-1-fosfat + gluk6za = trehal6za + Ppi (pyrofosfat). Tato reakce mlze probihat obéma
sméry (Wannet et al. 1998), ale za fyziologickych podminek pravdépodobné funguje vétSinou
ve sméru syntézy trehalézy (Lopez et al. 2007). DalSi drdhy vedouci k syntéze trehal6zy
se vyskytuji pouze u prokaryotickych organismu (napf. Elbein et al. 1968; Nishimoto et al. 1995;
Nakada et al. 1995; Nishimoto et al. 1996; Maruta et al. 1996; De Smet et al. 2000; Qu et al.
2004; Djonovi¢ et al. 2013), a pro tuto praci tak nejsou podstatné. Jedna se o drahy TreT,
TreY-TreZ a TreS.

Obr. €. 1: Schéma biosyntézy trehaldzy u hub a u rostlin

lbza €— e Glukoza

d
| <€— Glukoza-6- fosfat )
Trehaldza- _% Trehaldza
6-fosfat +
Pi

UDPG
uDP

Zelené je vyznacena houbova drédha TreP, modfe je vyznaCena draha OtsA-OtsB pfitomna
uhub i u rostlin; a — hexokinaza, b — trehal6zafosfatsyntaza, ¢ — trehal6zafosfatfosfataza,
d — fosfoglukomutaza, e — trehal6zafosforylaza; Pi — anorganicky fosfat, UDP — uridindifosfat,
UDPG — uridindifosfat-glukdza

1.2. Trehal6za a trehal6za-6-fosfat v metabolismu rostlin

Rostliny, jak bylo zminéno vySe, syntetizuji trehaldézu pfes intermediat trehaldéza-6-fosfat
(T6P). Tento intermediat ma v metabolismu rostlin velmi dulezitou ulohu a jeho pfitomnost je
podminkou spravného rlstu a vyvoje. Nelze vyloucit, ze signal mize generovat jak trehaldza,
tak i T6P, nicméné dosavadni vysledky naznacuji, Zze efekty trehaldézy jsou zprostiedkovany
signalizaci T6P (napf. Schleupmann et al. 2004; Delatte et al. 2011).

Nejdéle pozorovanou schopnosti trehal6zy je schopnost zmirfiovat dopady osmotického

stresu na metabolismus rostlin, i jinych organismi. V metabolomu rostlin dochazi vlivem sucha,



extrémnich teplot, Ci soli ke zvySovani obsahu trehalézy. U nékterych poikilohydrickych rostlin
dochazi k akumulaci trehalézy ve velkych mnozstvich, napf. u tzv. ,resurrection plants®, rostlin
schopnych prezit dlouha obdobi sucha. Patfi mezi né napf. Myrothamnus flabellifolia (Bianchi
et al. 1993; Drennan et al. 1993) z oddéleni Magnoliophyta, ¢i vraneCek Selaginella lepidophylla
(Adams et al. 1990) z oddéleni Lycopodiophyta. U téchto rostlin pravdépodobné trehalbza
slouzi pfimo k protekci membran a proteind zejména ve stavu anabi6ézy (Crowe et al. 1984;
Albertorio et al. 2007; da Costa Morato Nery et al. 2008). U vétSiny rostlin se ale trehaléza
vyskytuje v nanomolarnich mnozstvich (Lunn et al. 2006; Carillo et al. 2013; Martins et al. 2013)
a pfipadnému zvySeni obsahu tak nejspiSe nelze pfisuzovat osmoprotektivni tlohu. Pfesto bylo
mnohokrat pozorovano, ze trehaldéza se podili na odpovédi rostlin na stres, pfipadné Zze zvySeni
obsahu trehal6zy metodami genového inZenyrstvi vede k vySSi odolnosti rostlin ke stresu.
ZvySeni obsahu trehal6zy bylo pozorovano napfiklad u huseni¢ku Arabidopsis thaliana (Kaplan
et al. 2004; Carillo et al. 2013), u nékterych kultivar( pSenice Triticum aestivum (El-bashiti et al.
2005), & u kapary trnité Capparis ovata (llhan et al. 2015) vystavenych suboptimalnim
i supraoptimalnim teplotam, &i u ryze Oryza sativa pf¥i stresu zasoleni NaCl (Garcia et al. 1997).
Genetické modifikace vedouci ke zvySeni hladiny trehal6zy zvySily odolnost napfiklad u ryze
O. sativa (Jang et al. 2003), ¢i kukufice Zea mays (Rodriguez-Salazar et al. 2009). Drahy
regulujici biosyntézu T6P a trehaldzy interaguji s drahami spojenymi s reakcemi rostlin
na abioticky i bioticky stres (Brodmann et al. 2002; Jang et al. 2003; Schluepmann et al. 2004;
Yang et al. 2012) a biosyntéza trehal6zy tudiz byva pozménéna i v pfipadé biotického stresu,
jak bude diskutovano dale.

Klic¢ovym metabolitem je pravdépodobné trehal6za-6-fosfat. Vysoky obsah trehal6zy vede
pravdépodobné ke ovlivnéni obsahu T6P (Wingler et al. 2000; Schluepmann et al. 2004; Delatte
et al. 2011). Obsah trehal6za-6-fosfatu oproti tomu koreluje s celkovou bilanci sacharidd,
zejména pak s hladinou sacharozy (Wingler et al. 2000; Kolbe et al. 2005; Lunn et al. 2006;
Martins et al. 2013; Yadav et al. 2014), jejiz zvySujici se hodnoty vedou k akumulaci T6P.
Tento metabolit tak pravdépodobné reflektuje energetickou bilanci rostliny a do jisté miry
reguluje utilizaci sacharid(l v zavislosti na tomto stavu (Lunn et al. 2006; Ramon et al. 2007;
Martins et al. 2013; Lunn et al. 2014; Yadav et al. 2014). Vzhledem k zminénému propojeni
trehalozy a T6P je tedy zfejmé, Ze trehaléza ma téz vyznam v reflexi dostupnosti sacharida.
Na Ulohu obou téchto metabolitt, zejména na Ulohu T6P, ukazuje pozorovani, ze mutantni
rostliny neschopné biosyntézy T6P jsou embryoletalni, pfiCemz vyvoj embrya se zastavuje
v torpédovitém stadiu (Eastmond et al. 2002; Gomez et al. 2006). Dlvodem pro tuto letalitu
je patrné uloha T6P v regulaci metabolismu Skrobu, coz je dosud asi nejlépe prostudovana

funkce T6P v metabolismu rostlin vibec. Obsah Skrobu je trehal6za-6-fosfatem kontrolovan



jak na Urovni exprese genu biosyntézy a degradace Skrobu (Wingler et al. 2000; Ramon et al.
2007), tak na enzymatické urovni. T6P nejspiSe indukuje zménu redoxniho stavu prvniho
enzymu biosyntézy Skrobu ADPG-pyrofosforylazy (adenosindifosfat-glukbéza pyrofosforylaza;
Kolbe et al. 2005; Lunn et al. 2006; Delatte et al. 2011; Paul et al. 2010; Martins et al. 2013;
Yadav et al. 2014). Vysoky obsah T6P vede k akumulaci Skrobu stimulaci jeho syntézy a inhibici
jeho degradace. V tps1 mutantnich embryich tak nedochazi k degradaci deponovaného Skrobu
(Gémez et al. 2006). Trehaléza-6-fosfat a trehaldéza jsou ddllezité i v fadé dalSich procesu
ve vyvoji a metabolismu rostlin, kde vétSinou plsobi ve vyrazné menSim mnozstvi.
Bylo napfiklad pozorovano zvySeni miry fixace CO. u rostlin tabaku Nicotiana tabacum,
geneticky upravenych tak, Ze syntetizovaly vétSi mnozstvi T6P (Pellny et al. 2004).
Tento UCinek T6P vSak nebyl pozorovan u A. thaliana (Martins et al. 2013). Rostliny
s nedostatkem T6P nejsou schopny kvétni indukce (van Dijken et al. 2004; Gomez et al. 2006),
coz mize souviset s pozorovanym propojenim mezi T6P a cirkadiannim rytmem rostliny
(Martins et al. 2013). Dale je zndma Uloha trehalézy v biosyntéze bunééné stény (Veluthambi
etal. 1982b; Gomez et al. 2006; Paul et al. 2010), kde patologicky obsah trehal6zy vede
K ultrastrukturdlnim zménam v bunécné sténé. Signaliza¢ni dréhy trehal6zy také interaguiji
s fytohormony. Biosyntéza trehaldzy je pravdépodobné pod vlivem cytokinind (Brenner et al.
2005), ale dochazi i k nepfimym interakcim signalizaCni drahy trehalézy a T6P s kyselinou
abscisovou (Ramon et al. 2007; van Houtte et al. 2013), i auxiny (Paul et al. 2010).
Pravé s kyselinou abscisovou (ABA) souvisi dalsi znamé& funkce trehal6zy. Bylo pozorovano,
Zze ABA zvySuje miru exprese genu AtTRE1 pro trehalazu ve svéracich burikach priduchi
a Castecné i timto zplsobem snizuje otevienost prliduchd (Van Houtte et al. 2013).

Zajimava je diverzifikace genovych rodin kddujicich TPS a TPP u rostlin (Leyman et al.
2001; Avonce et al. 2006; Lunn 2007; Yang et al. 2012). RGzné homologni geny jsou
exprimovany ve specifické mife v konkrétnich pletivech a patrné se lisi ve své funkci (Avonce
etal. 2006; Yang et al. 2012) a cela situace tak bude patrné velmi slozitd. Trehalaza je
minimalné u huseniCku A. thaliana s nejvétsi pravdépodobnosti enzym vazany na plasmalemu
s katalytickou doménou orientovanou do apoplastu (Frison et al. 2007), coz vede k fadé dalSich
nejasnosti. Lze totiz pouze spekulovat o tom, jakym zplsobem je obsah trehal6zy regulovan
a jakym zplsobem je trehal6za transportovana pfes cytoplasmatickou membranu. Neni navic
zndm mechanismus transportu intracelularni trehalézy mezi burikami a bunéénymi
kompartmenty (Lunn et al. 2014).

Je zde ptaké otfeba zminit, ze vétSina vySe zminénych poznatkl byla ziskana studiem
na huseni¢ku A. thaliana, pfiCemz tato rostlina velmi pravdépodobné mykorhizni asociace

nevytvafi (Veiga et al. 2013).



1.3. Trehal6za a trehal6za-6-fosfat v metabolismu hub

Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé taxonomické skupiny hub a i jednotlivé kmeny hub se velmi
odliuji na drovni metabolismu, a vzhledem k tomu, Ze na této Urovni velmi razné reaguiji
na podobné abiotické a biotické podminky, bude téma ulohy trehalézy v metabolismu hub Sifeji
pojednano v dalSich kapitolach vénujicich se jednotlivym typim mykorhiznich asociaci.
DalSim duvodem pro toto usporadani je téz fakt, ze uloha trehalézy v mykorhizni symbibze je
lépe prostudovana u hub ucastnicich se této symbibdzy, nez u rostlin. Zde jen struéné zminim
nékteré znamé ulohy trehaldzy v metabolismu hub.
Trehaldéza se u hub vyskytuje v relativné velkych mnozstvich, a to i u téch mykorhiznich (napf.
Lewis a Harley 1965a; Schubert et al. 1992; Wannet et al. 2000). U vétSiny druh( pfedstavuje
snadno utilizovatelny cukr, ktery je vyuzivan jako rychly, i jako zdsobni zdroj energie. Je znama
i tloha tohoto sacharidu v sexualni i asexualni reprodukci nékterych hub (Bécard et al. 1991;
Wannet et al. 2000; Lowe et al. 2009, Song et al. 2014). Trehaléza také pomaha u nékterych
druhi s navozenim turgoru v hyfovych SpiCkach (Foster et al. 2003). Dlouho je téz znamo,
Ze trehaléza a T6P hraji roli v odpovédi hub na abioticky stres (Ocon et al. 2007; da Costa
Morato Nery et al. 2008; Lowe et al. 2009). T6P, jak bylo pozorovano u nékterych druh(
kvasinek, muze regulovat v metabolismu hub aktivitu hexokinaz (Blazquez et al. 1993).
K tomu dochazi konkrétné tak, ze T6P za fyziologickych podminek muze inhibovat hexokinazy
a timto mechanismem regulovat prvni krok glykolyzy. Tento mechanismus regulace glykolyzy
trehalbza-6-fosfatem u rostlin s nejvétsi pravdépodobnosti neni pfitomny (Eastmond et al. 2002;
Martins et al. 2013).

2. Mykorhiza

Nejdéle zndmou ulohou trehalézy v mykorhizni symbi6ze je jeji u€ast na tvorbé pfidatného
uhlikového sinku. U vSech typld mykorhiznich symbiéz, kdy houba ziskava uhlik a energii
z rostliny, je pro houbového symbionta nutné v mykorhiznich kofenech tvofit uhlikovy sink
(napf. McKendrick et al. 2000; Lopez et al. 2007). Rostlinné hexdzy jsou pro ten ucel
v mykorhizach konvertovany na latky specifické pro metabolismus hub, které se v rostlinach
vyskytuji omezené nebo jsou rostlinou obtiznéji metabolizovatelné (Lewis a Harley 1965a,b,c;
Martin et al. 1985, Martin et al. 1998; Lopez et al. 2007). Kromé trehal6zy se jedna o sacharidy
manitol, erythritol, glykogen, &i arabitol (Niederer et al. 1989; Schaeffer et al. 1995; Martin et al.
1998). Obsah jednotlivych sacharidd se u rGznych hub velice li§i, a to jak v zavislosti
na abiotickych vlivech (napf. Tibbett et al. 2002), tak na taxonomické pfislusnosti hub
(Soderstrom et al. 1988; Koide et al. 2000).

Zcela jinou se jevi situace v téch typech mykorhiznich symbi6z, kde dochazi k pfesunu



uhlikatych latek smérem z houbového do rostlinného symbionta, jako je tomu napfiklad
v orchideoidnim typu mykorhizy (napf. Alexander a Hadley 1985). Je vSak velmi
pravdépodobné, Ze trehaloza a T6P maji i dalSi Ulohy ve vztahu mykorhiznich partneru.
Z tohoto hlediska se jevi jako podstatny nedostatek praci vzniklych pfed rokem 1998 fakt,
Ze se o existenci biosyntézy trehaldézy u vétsiny rostlin neuvazovalo. P¥i identifikaci a stanoveni
obsahu sacharidd v nemykorhizovanych rostlinach se byl naméfen budto nulovy,
nebo minimalni obah trehal6zy. Pozitivni vysledek vyskytu trehaldézy byl zpravidla interpretovan
jako dusledek kontaminace mikroby, €i endofytickymi houbami. Napfiklad Lewis a Harley
(1965c) po pfidani ["“C]trehaldbzy do média pro nekolonizované kofeny Fagus sylvatica
zaznamenali [“C]O. vydychavany rostlinou. Tento vysledek autofi pfisoudili mikrobialni
enzymatické cinnosti, ackoliv tato trehaléza mohla byt hydrolyzovana rostlinnou trehalazou,
vznikla glukéza mohla byt utilizovdna a nasledné vydychana ve formé oxidu uhli¢itého.
Je s podivem, Ze recentni prace tykajici se mykorhizni symbi6zy vétSinou schopnost rostlin
syntetizovat trehal6zu také nezodhledriuji.

V dasledku zminéné nevédomosti 0 metabolismu trehal6zy u rostlin neni také zcela jisté,
zda trehaléza naméfena v fadé studii byla puvodu houbového, ¢i rostlinného. Jelikoz vSak
rostliny trehalézu vétSinou neakumuluji v podobné velkém mnozstvi (Lunn et al. 2006; Carillo
et al. 2013; Martins et al. 2013), zatimco houby ano (napf. Martin et al. 1985; Wannet et al.
2000), a také protoze v mykorhizach dochazi u hub k vyraznému zvySeni exprese genl
UCastnicich se biosyntézy trehaldézy (Lopez et al. 2007), je pravdépodobnéjsi houbovy plvod
trehal6zy.

V naésledujici kapitole bude diskutovana zejména uloha trehalézy na tvorbé sinku
v mykorhizovanych kofenech, ktera je nejlépe prostudovana. Pokusim zohlednit i celkovou
situaci ohledné metabolismu cukrli v mykorhizni symbi6ze. Dale bude rozebirana uloha

trehaldzy v odpovédi mykorhizovanych kofent na zmény rdznych abiotickych faktora.

2.1. Role trehal6zy v ektomykorhizni symbidze

Hlavni Ulohou trehaldzy je i v ektomykorhizni symbitze, alespori dle dostupnych informaci,
tvorba pfidatného sinku houbovym symbiontem v mykorhizovanych kofenech (napf. Lopez et al.
2007). K syntéze trehaldzy patrné dochazi v myceliu, coz v mykorhizovanych kofenech vytvafi
silny hexdzovy gradient vedouci k pfesunu sacharidt z rostliny do houby (Lewis a Harley
1965b, Lopez et al. 2007). Mistem, kde v ektomykorhize patrné k pfesunu latek dochazi,
je Hartigova sit (Lépez et al. 2007). V mykorhiznich kofenech se vlivem tvorby sinku snizuje
zejména koncentrace glukézy, fruktdzy a sachardzy (Schaeffer et al. 1995). Ty mohou byt

vyuzity k syntéze trehal6ézy, &i jinych metabolitd, ¢imz houbovy symbiont vytvafi sink.



Uvedenou pfedstavu podporuje také zjiSténi, Ze vznik ektomykorhizni asociace byva
doprovazen zvySenim obsahu trehal6zy (napf. Lewis a Harley 1965a). Pro dal§i prubéh
symbiotické interakce je charakteristické kolisani obsahu trehal6zy, které reflektuje proménlivost
rychlosti ristu mycelia (Niederer 1989, Corréa et al. 2011). Je pravdépodobné, Ze vlivem
zvySené potieby sacharid(l v rostoucim myceliu dochazi k posileni syntézy trehalézy v myceliu
v mykorhiznich kofenech (Corréa et al. 2011). Pfednostni Uloze trehal6zy v tvorbé uhlikového
sinku odpovida i to, Ze houby z riznych rozpustnych sacharidl pfednostné pfijimaji glukézu
(Lewis a Harley 1965b; Chen a Hampp 1993). Pravé gluk6za je u hub vychozi latkou syntézy
trehaldzy (napf. Wannet et al. 1998).

Pro osvétleni pozadi vztahu mezi mykorhiznimi symbionty je zasadni pochopeni ¢aste¢né
se prekryvajiciho metabolismu sacharidd, a to pfedevS§im dynamiky pfemény sacharidd,
na fyzickém rozhrani mezi obéma symbionty. Rada studii do$la pomoci NMR (nuclear magnetic
resonance) spektroskopie k podobnym vysledkim ohledné inkorporace znaceného uhliku
do mycelia, pficemz vSechny prace ukazaly vétsi & mensi zmény v obsahu trehalézy v myceliu
pfed a po kolonizaci rostliny (Lewis a Harley 1965a,b; Niederer et al. 1989; Martin et al. 1998).
Sérii pionyrskych experimentl provedli Lewis a Harley v 60. letech 20. stoleti (Lewis a Harley
1965a,b,c). Zjistili jednak pomoci NMR spektroskopie a jednak pomoci papirové chromatografie
zmény v zastoupeni rostlinnych i houbovych sacharidd pod vlivem mykorhizace u buku Fagus
sylvatica. V mykorhiznich kofenech inkubovanych v gluk6zovém roztoku pozorovali vzrist
obsahu trehalbzy a sachar6zy a ovéfili tento vysledek za vyuziti [*Clglukbézy pfidané
do ristového média. VétSina znaceného uhliku byla zabudovana do nerozpustnych sacharidd,
predevSim do glykogenu, o néco méné do sacharidl rozpustnych, ve kterych ale byla velka ¢ast
znaCeného uhliku zabudovana do trehal6zy. Na zakladé téchto vysledkl Ize prepokladat,
Ze v tomto pfipadé trehal6za tvofi pfidatny houbovy sink. Potvrzeni téchto pozorovani pfinesly
i studie dalSich autord. Po pfidani zna¢ené glukézy do média ektomykorhiznim kofenm smrku
Picea abies byl nejvétSi podil znaceného uhliku mezi rozpustny i sacharidy zaznamenan
v trehal6ze (Niederer et al. 1989). Trehal6za vykazovala asi dvé tfetiny aktivity, dale doSlo
ke znaCeni manitolu, glukbézy, sachardzy, fruktbzy a arabitolu (Niederer et al. 1989).
Pridani [*C]gluk6zy do rlstového média vedlo v myceliu ECM (ektomykorhizni) houby méchace
Pisolithus tinctorius neasociovaném s jeho rostlinnym symbiontem blahoviénikem Eucalyptus
globulus k zabudovani znac¢eného uhliku do manitolu, trehaldzy, glutaminu a alaninu; méné
pak do arabitolu, erythritolu a glutamatu. V mykorhizovanych kofenech E. globulus bylo
mnozstvi uhliku zabudovaného do trehaldézy oproti tomu téméf dvojnasobné, a je tak patrné,
Ze rychlost syntézy trehal6zy se méni v reakci na vznik mykorhizni symbi6zy (Martin et al.

1998). NasvédCuje tomu i dalSi pozorovani, kdy byla myceliu ektomykorhizni houby liSky



Cantharellus cibarius dodana do rustového média zna¢ena glukéza, jakozto simulace rostlinné
gluk6zy. Témér polovina znaceného uhliku byla v myceliu inkorporovana do trehalézy a argininu
(Rangel-Castro et al. 2002). PresnéjSi nahled na pfesun uhliku v ramci ektomykorhizni
symbibzy pfineslo pozorovani inkorporace znaceného uhliku z [“]CO, u nékolika druht
borovice Pinus (Séderstrdm et al. 1988). Hlavnimi [*C] sacharidy v ECM houbach byly
trehaléza, manitol a arabitol, a to v rzném poméru u klouzku Suillus bovinus, méchace
Pisolithus tinctorius a C&echratky Paxillus involutus. U S. bovinus byl nejzastoupené&jSim
znaCenym sacharidem arabitol, o néco niz8i bylo znaceni manitolu. Nejmens$i aktivitu
vykazovala trehal6za, ta ovSem nabyvala nejvy§Siho obsahu mezi neznaCenymi cukry. DalSi
dva druhy inkorporovaly znaCeny uhlik v odliSnych pomérech, patrné kvuli rdznym
metabolickym Gloham jednotlivych sacharidd u rznych druhG hub (Séderstrom et al. 1988).
Cast variability v reakci mykorhiznich hub na zménu podminek by mohla byt vysvétiena tim,
Ze autofi pouzili v této studii vice druhi rostlin. Kromé toho byly rostliny v tomto pokusu
vystaveny zna¢enému oxidu uhli¢itému 5-7 dni, a teprve potom analyzovany, coz by mohlo
vysledky nepfiznivé ovlivnit, jelikoz nejrychlejsi pfesun uhliku z rostlinnych asimilatd do mycelia
houbového symbionta patrné muaze probihat uz mezi 8-24 hodinou od zacatku fixace CO.
(Leake et al. 2001). Pozorovani pfesunu zna¢eného uhliku do trehalézy v ektomykorhizni
symbiéze je konzistentni i s naméfenim vyS8Si abundance trankriptd genl pro biosyntézu
trehal6zy v mykorhiznim myceliu (L6pez et al. 2007).

Akumulace trehaldézy ale maze mit i jiny vyznam, napf. vytvafeni energetické rezervy.
Odpovida tomu nékolik pozorovani. Napfiklad u klouzku Suillus bovinus ma trehal6éza nejvyssi
zastoupeni ze sacharidu kratkodobé neovlivnénych pfisunem rostlinnych asimilata (Séderstrém
et al. 1988). Stejna studie ukazala vysoky obsah trehalézy i ve sklerociich ¢echratky Paxillus
involutus. Trehaldéza tak ma v metabolismu ECM hub pravdépodobné i roli zadsobni.

Tim, Ze v kolonizovanych kofenech vznika pfidatny sink, dochazi k ovlivnéni metabolismu
sacharidl rostliny. Nejvice byvéa ovlivnéna hladina sacharézy, pficemz zvySeni obsahu trehal6zy
vice méné odrazi snizeni obsahu sacharézy (napf. Lewis a Harley 1965b; Schaeffer et al.
1995). V ektomykorhizach Eucalyptus globulus (Martin et al. 1998), dochazi ke snizeni obsahu
sachardzy, i rychlosti jeji syntézy. Ke snizeni obsahu sachar6zy v mykorhiznich kofenech
dochéazi i u smrku Picea abies (Schaeffer et al. 1995). Existence sinku je také do jisté miry
podminéna zvétSenim poolu uhlikatych latek (Kaschuk et al. 2009). Napfiklad v prytu borovice
Pinus pinaster kolonizované ECM houbou Pisolithus tinctorius, byl naméfen vzestup syntézy
sachar6zy indikovany i poklesem obsahu fruktéza-2,6-bisfosfatu (Corréa et al. 2011).
Dochazi tedy ke zvySeni alokace uhliku do podzemnich ¢&asti rostliny. Koresponduje s tim

i dvaapulkrat vyssi rychlost inkorporace exogenni [*C]glukdézy dodané mykorhizovanym buk{m



do sacharézy a fruktézy, oproti korenlm bez houbového symbionta (Lewis a Harley 1965b).

Jak bylo uvedeno vys$e, hlavnim zdrojem uhliku pro mykorhizni houby jsou exogenni,
resp. rostlinné hexdézy (Martin et al. 1985). Pfenos sacharidi z asimilujicich €asti rostliny
do kofenl vétSinou probiha prostfednictvim disacharidu sachardzy. Ta je v mistech spotieby
Stépena enzymem invertazou na fruktézu a gluk6zu. V ramci mykorhiznich kofent semenacku
Picea abies je asi polovina invertazové aktivity lokalizovana v apoplastu kortexu (Schaeffer
et al. 1995), tedy v misté, které je dobfe pfistupné myceliu mykorhizni houby. Aplikace zna¢ené
['“Clsachardzy pomoci agarovych blo¢kl pfilozenych k izolovanym mykorhiznim kofendm buku,
vedla v ektomykorhizach k nejvy$Si inkorporaci znaceného uhliku do sachar6zy, trehalézy
a manitolu (Lewis a Harley 1965c). Situace se ale liSila podle vzdalenosti od kofenové Spicky.
Autofi této studie odliSuji tfi zdény podle fixni vzdalenosti od vrcholu kofene: bazalni Céast
(usek dlouhy 2 mm a vzdaleny 7 mm od $SpiCky kofene, bez kontaktu s hyfovym plastém),
stfedni Cast (usek dlouhy 3 mm, vzdaleny od Spicky 5 mm, sestavajici se jak z rostlinného
pletiva, tak z hyfového plasté) a apikalni ¢ast (prvnich 5 mm od kofenové 3Spicky, skladajicich
se z hyfového plasté a z pletiva rostliny). Nejvyssi aktivita sachar6zy byla pozorovana v apikalni
¢asti, a to v rostlinném pletivu. V hyfovém plasti apikalni ¢asti byl obsah sachar6zy minimalni,
nejvy8Si aktivitu zde naopak vykazovaly manitol a trehal6za. Ve stfedni ¢asti kofene byla
aktivita manitolu a trehalézy pozorovatelné niz8i (Lewis a Harley 1965c). Tato studie neuvadi,
kterd z vySe uvedenych zon reprezentuje kterou ze Ctyf zén kofene — zda z6nu diferenciace,
zonu prodluzovaci, zénu bunétného déleni, Ci kofenovou CepiCku. Vysledky vSak ukazuji
na rapidnéjSi pfesun sachar6zy a jeji konverzi na houbové metabolity v apikalni &asti,
oproti ¢asti stfedni. Nejvétsi sila sinku v kofenovych Spi¢kach ektomykorhinich kofenl byla
pozorovana i u vrby Salix repens a btizy Betula pendula (McKendrick et al. 2000). K pochopeni
situace dale pfispiva to, Zze v elongacni zoné kofene byla pozorovana nejvétsi aktivita kyselé
invertazy, ktera je stimulovana i tamtéz lokalizovanym kyselym ristem (Schaeffer et al. 1995).
Je pravdépodobné, ze apikalni zéna mykorhiznich kofent buku zminéna v predeslém odstavci
zahrnovala také celou elongac¢ni zénu. Pravé v elongaéni z6né tedy mlze dochazet k hydrolyze
sachardzy, konverzi hex6z na trehal6zu a tvorbé majoritni €asti sinku. Ackoliv pfidatny sink
vytvofeny mykorhizni houbou nezpuisobuje zvySeni invertazové aktivity, je potencial aktivity
invertaz v mykorhizach vys8Si diky taméjSimu snizenému mnozZstvi fruktézy, ktera ma
na invertazu inhibiéni vliv (Schaeffer et al. 1995). Jasné&jSi chapani tvorby uhlikového sinku
s ohledem na roli trehaldzy v ektomykorhizni symbidze, umoznila precizni disekce Hartigovych
siti a hyfovych plastd od rostlinného pletiva v ektomykorhizni asociaci mezi topolem Populus
tremula X P. tremuloides a ECM houbou Amanita muscaria a nasledné uréeni miry exprese

genu zahrnutych do biosyntézy trehalézy v jednotlivych Castech ektomykorhiz (Lopez et al.
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2007). Tato studie je v souCasnoti jedina, ktera se expresi genl biosyntézy trehal6zy v reakci
na vznik mykorhizni symbidzy detailné zabyva. V separované Hartigové siti byla oproti myceliu
extraradikalnimu pozorovana zvysSena exprese genl pro AmTPS (18krat), AmTPP (3,5krat)
a AmTP (4krat) a téz i vy8Si enzymaticka aktivita AmTPS (7,4krat) a vétsi obsah trehal6zy
(2,7krat). Hartigova sit je tak v mykorhize ziejmé& mistem tvorby uhlikového sinku vlivem
syntézy trehal6zy (Lopez et al. 2007). Zaroven je patrné z poméru aktivity zminénych enzyma
(Schaeffer et al. 1995), Zze v mykorhiznich kofenech muselo dochazet k akumulaci trehal6za-6-
fosfatu. Nabizi se tedy i moznost, ackoliv nebyla autory testovana, ze T6P byl exudovan
do rostlinnych pletiv, ve kterych by mohl ovliviiovat metabolismus rostliny ve prospéch ECM
houby (napf. Wingler et al. 2000; Eastmond et al. 2002; Kolbe et al. 2005; Martins et al. 2013).
Nerovnomérnost v mife exprese genl pro enzymy syntetizujici trehal6zu a aktivité téchto
enzymu mezi intraradikalnim a extraradikalnim myceliem (Lopez et al. 2007) by v ramci mycelia
houby mohla vést primarné k tvorbé sinku v extraradikélnim myceliu a tim i k pfenosu trahalézy
do extraradikalniho mycelia, jak bylo podobné navrzeno u endomykorhiznich asociaci
(napf. Bago et al. 2003 — viz nasledujici kapitola). MUize tomu nasvédCovat i aktivita houbové
kyselé trehaldzy v této ektomykorhizni symbidze. Ta byla v mykorhiznim myceliu muchomurky
oproti myceliu neasociovanému se symbiotickym topolem naméfena pouze Sestinova (Wisser
et al. 2000).

VétSina mykorhiznich hub postrada geny pro invertazy a jsou tak zavislé na invertazach
rostlinnych. Z mnoha testovanych mykorhiznich hub mélo GH32 (Glycosyl Hydrolase 32 — EC
3.2.1.) geny pro invertazy pouze pét druhl, a to ektomykorhiznich i endomykorhiznich:
Elaphomyces cf. verruculosus, Meliniomyces bicolor, Phialophora finlandica, Rhizoscyphus
ericae a Sebacina incrustans (Parrent et al. 2009). Ze dvou pIné osekvenovanych
ektomykorhiznich hub jedna postrada invertdzy (Laccaria bicolor; Kuo et al. 2014) a druha ma
vlastni invertdzu (Tuber melanosporum; Ceccaroli et al. 2011). Invertdzova aktivita vSak byla
naméfena i u jinych druhd ECM hub (Hughes a Mitchell 1995). Pocet paralogd GH32 genu je
oproti tomu v ramci fiSe Fungi vysoky u rostlinnych patogenu, lichenizovanych hub a endofytu.
Pocet kopii téchto genl je kromé ekologické strategie druhu zavisly i na jeho fylogenetické
pozici (Parrent et al. 2009). Druhy hub, které postradaji invertazy, jsou tedy alespon z Casti
zavislé na ,uvoleni“ rostliny, bez kterého maji mensi pfisun rostlinnych hexdz, nemohou z nich
tedy tak intenzivné syntetizovat trehalbzu a nemohou tedy ani vytvaret pfilis silny sink.
Zustava ale otazkou, do jaké miry muze mykorhizni houba sama ovliviiovat pfeménu
rostlinnych hexdz na trehal6zu a tim i silu sinku (Salzer a Hager 1993). Pfipadné zda jedinou
roli trehalézy je tvorba sinku, Ci jestli néjakym zplsobem ovliviiuje metabolismus rostliny

ve prospéch mykorhizni houby (Wiemken 2007). Proti tomu stoji napfiklad pozorovani,
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Ze invertazova aktivita u mykorhiznich kofent Picea abies se se zvétSenim sily sinku nezvySuje
(Schaeffer et al. 1995).

Kontrast podminek s vysokym a nizkym mnozstvim dostupnych sacharidd v médiu
poskytovaném mykorhiznim kofendm Fagus sylvatica ukazuje, Ze vysoky obsah sacharidu vede
k masivnéjsi inkorporaci znaceného uhliku do trehaldozy a opaény U¢inek ma na syntézu
manitolu. Na druhé strané nizky obsah sacharidd v médiu vede ke zvySené tvorbé glykogenu,
ato v poméru az 4:1 k tvorbé trehaldézy (Lewis and Harley 1965b). Pravdépodobné je tedy
trehaléza v pfirozenych podminkach syntetizovana hlavné v periodach s vysokym
mnozstvim dostupnych cukrd. Mohou tomu nasvédCovat i vysledky terénniho méfeni obsahu
sacharidl v ektomykorhizach borovice Pinus resinosav rlznych rocnich obdobich,
resp. v obdobich s rlznym teplotnim pridmérem. Tato méfeni ukazala, ze obsah trehal6zy
stoupa v chladnych obdobich, spolu s obsahem glukézy, frukibzy a sacharbzy, zatimco
v teplych obdobich se akumuluji sacharidy manitol a myo-inositol (Koide et al. 2000). | kdyz
mohlo vlivem zmeény teploty dojit ke zméné fady parametri, autofi toto pozorovani vysvétluji
primarné tak, ze chladné obdobi vedlo k vy$Si dostupnosti rostlinnych sacharid (Koide et al.
2000). Béhem chladného obdobi rostlina mlze rostlina skute¢né akumulovat sacharidy jako
odpovéd na stres (Secks et al. 1999; Kaplan et al. 2004). Této pfedstavé dale odpovidaji
vysledky testovani vlivu nizkych teplot na obsah sacharidd v izolovanych myceliich Sesti druhu
ECM hub: Amanita rubescens, Canecoccum geophilum, Lactarius affinis, Leccinum
aurantiacum, Pisolithus tinctorius. Pouze mycelium Amanita rubescens na snizenou teplotu
reagovalo zvySenim obsahu trehal6zy; Tylopilus, Pisolithus a Lactarius dokonce vykazovaly pfi
nizSich teplotach snizeny obsah trehal6zy (Koide et al. 2000). V pfipadé, ze se mnozstvi
dostupnych sacharidl v obdobi s nizSimi teplotami zvySuje, mize byt zvySena mira syntézy
trehalézy v takovych obdobich spiSe reakci houby na lepSi dostupnost rostlinnych cukr(,
nez na snizenou teplotu (Koide et al. 2000). Trehalbza tak ma v téchto podminkach
pravdépodobné zasobni charakter. V obdobi, kdy dochazi k otepleni a rostlina investuje vétSinu
svych Zivin do vyvoje a rlstu fotosyntetickych organd, muze byt uloZzena trehal6za v myceliu
pouzita k jeho rustu (Koide et al. 2000).

Tato reakce vSak nemusi byt univerzalni. U osmi kmenl ektomykorhizni houby rodu
Hebeloma pochéazejicich z rdznych biomu (arkticka tundra, tajga, temperatni les a chladny
temperatni les) byl totiz naméfen nejvyssi obsah trehalézy (2,5% suS$iny) a manitolu (0,5%
susiny) pfi nizkych teplotach (Tibbett et al. 2002). Vyskyt a zvySeny obsah téchto latek jsou tak
pravdépodobné dany nejen dostupnosti cukrl a druhem houby (Koide et al. 2000), ale dilem
i jeho toleranci k niz§im teplotdm (Tibbett et al. 2002). Trehaléza by zde mohla fungovat jako

latka protektivni, chranici bunééné stény rostlin i hub, pfed dehydrataci zplsobenou nizkymi
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teplotami (Crowe et al. 1984; Koide et al. 2000). Na obsah trehalézy mohou mit vliv i jiné
faktory.  Sucho, resp. nizky vodni potencial vede v ektomykorhizach ke snizeni obsahu
trehaldézy, jak bylo pozorovano u mykorhiznich kofenl Fagus sylvatica (Shi et al. 2002).
Obsah trehalézy vSak u nékterych ECM hub v reakci na sucho naopak pravdépodobné stoupa.
U Cenoccocum geophillum byla po vystaveni suchu naméfena vyrazné vétsSi exprese genu
kodujiciho enzym trehal6zafosforylazu (Kerner et al. 2012).

Obsah trehalézy v mykorhiznich kofenech maze byt pouZzit i jako indikator kvality, resp. vitality
mykorhiz. Procento intaktnich, turgidnich, mladych a celkové vitalnich mykorhiz totiz silné
koreluje s mirou syntézy trehaldzy v ramci mykorhiz (Niederer et al. 1989). Tato metoda by tak
podle autorl mohla nahradit tradicni morfologické hodnoceni kvality mykorhiz, které je méné
presné.

Trehal6za mlze byt dulezitd i pro zlepSeni rlstu ektomykorhiznich hub vlivem bakterii
(Duponnois a Kisa 2006; Deveau et al. 2010). Napfiklad na rlst a odolnost mycelia
ektomykorhizni houby Laccaria bicolor a na vznik mykorhizni asociace ma pozitivni vliv MHB
(mycorrhiza helper bacteria) bakterie Pseudomonas fluorescens. Houba vylu¢uje do okoli jak
z intaktniho, tak z poruSeného mycelia trehalozu, a ta zlepSuje Zzivotaschopnost bakterii.
Bakterie v této symbiotické interakci napoméhaji houbé tim, Ze vyluCuji vitamin thiamin,

popfipadé i dal§i pro houbu pozitivni latky (Bjérkman 1960; Deveau et al. 2010).

2.2. Role trehal6ézy v endomykorhizni symbiéze

Sacharid trehal6za pfedstavuje vyznamnou sou¢ast metabolismu také u endomykorhiznich
hub, i rostlin (Stribley a Read 1974; Schubert et al. 1992; Bécard et al. 1991; Oco6n et al. 2007).
Uloha trehalézy se ale rGizni mezi jednotlivymi typy endomykorhiz, pfi¢emz nejzasadn&j$im
rozdilem je patrné smér toku uhlikatych latek mezi symbionty. Zatimco u arbuskularni
a erikoidni mykorhizy probiha pfesun uhlikatych latek pfevazné z rostlinnych pletiv do mycelia
endomykorhizni houby (Stribley a Read 1974; Hughes a Mitchell 1995; Shachar-Hill et al. 1995;
Bago et al. 2003), u orchideoidni a monotropoidni mykorhizy, kde je rostlina alespor zpoc¢atku
svého zivota heterotrofni (Bjorkman 1960; Trudell et al. 2003; Bougoure et al. 2010; Bougoure
et al. 2014), probiha alespon v této fazi pfesun uhlikatych latek pfevazné smérem opacnym,
tedy z houbového symbionta do symbionta rostlinného (Bjérkman 1960; Smith 1967; Hadley
a Purves 1974; Alexander a Hadley 1985; Bougoure et al. 2010; Bougoure et al. 2014).
Po vytvofeni fotosyntetického aparatu se ale tok uhliku mezi symbionty mize ménit, jak bylo
ukazano u Goodyera repens (Cameron et al. 2006).

Nejlépe prostudovana situace ohledné dynamiky metabolismu sacharidd v endomykorhizni

symbidze je u arbuskularni mykorhizy. Nejméné jsou naopak prozkoumany metabolické procesy
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u monotropoidni mykorhizy, arbutoidni mykorhizy a DSE (dark septate endophyte). U téchto tfi
typl mykorhizni symbidézy poznatky o biosyntéze trehalézy dosud chybi, a proto budou
v nasledujicim textu vynechany. Vzhledem k tomu, Zze u monotropoidni mykorhizy jde vétSinou
o do rlzné miry paraziticky vztah vedouci k heterotrofii ¢i mixotrofii rostliny (Bjérkman 1960;
Trudell et al. 2003), I1ze oCekavat, Ze situace bude do jisté miry podobna jako u orchideoidni
mykorhizy. Celou problematiku mykoheterotrofie proto zahrnu ve stru¢né podobé do kapitoly
orchideoidni mykorhiza. Arbutoidni mykorhiza by mohla pravdépodobné vykazovat charakter na
pomezi endomykorhizni a ektomykorhizni symbiozy, soudé pouze podle morfologie mykorhiz
(Lancellotti et al. 2014). Nékteré arbutoidné mykorhizni rostliny jsou vSak do rGzné miry
mykoheterotrofni (Hynson et al. 2009), a proto by mohla byt situace podobna i monotropoidni,
i orchideoidni symbibtze. V nésledujici ¢asti se zaméfim oddélené na arbuskularni, erikoidni

a orchideoidni typ endomykorhizy.

2.2.1. Arbuskularni mykorhiza

Kofeny rostlin kolonizované arbuskularné mykorhiznimi houbami vykazuji vy$Si obsah
trehal6zy, nez kofeny houbami nekolonizované. V kofenech bez mykorhiz vétSinou obsah
trehalozy budto nebyl naméfen, pravdépodobné v dusledku nedostatecné citlivych metod,
nebo byla pfitomnost trehalézy vysvétlena jako dlsledek kontaminace endofytickymi houbami,
¢i aktivity mikrobd v rhizoplanu (Shachar-Hill et al. 1995; Schubert et al. 1992). Zatimco
u ostatnich typl mykorhiz byla pfitomnost trehal6bzy u houbového symbionta pozorovana
uz v drivéjSich letech, napfiklad uz v 60. letech u ektomykorhizni (Lewis a Harley 1965a,b,c),
¢i orchideoidni symbiozy (Smith 1967), u arbuskularni mykorhizy byla pozorovana az v 90.
letech (Bécard 1991, Schubert 1992). Pravdépodobné tomu tak bylo kvali pomérné niz§imu
obsahu trehal6zy v intraradikalnim i extraradikalnim myceliu oproti ostatnim typdm mykorhizni
symbi6zy (Bécard et al. 1991, Schubert et al. 1992). Svou ulohu na této nerovnomérnosti mize
rostlinného symbionta.

Obsah trehaldzy v mykorhizovanych kofenech a jeji pomérné zastoupeni k dalSim
rozpustnym sacharidim se [i§i mezi konkrétnimi arbuskularné mykorhiznimi asociacemi,
pravdépodobné v zavislosti na taxonomii obou symbiontl (Schubert et al. 1992) a abiotickych
podminkach (Ocdn et al. 2007). V arbuskularné mykorhiznich kofenech aksamitniku Tagetes
tenuifolia kolonizovanych houbou Glomus versiforme predstavovala trehaléza 4,4 % vSech
rozpustnych sacharidl, u kofenu séji Glycine max mykorhizovanych AM (arbuskularné
mykorhizni) houbou Glomus mossae pak 1,6 % (Schubert et al. 1992). VétSina trehaldzy

v arbuskularné mykorhiznich kofenech je pravdépodobné plivodem z houbového symbionta,
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vzhledem k mnozstvi trehaldézy, které se vyskytuje ve volné rostoucich arbuskularné
mykorhiznich houbach (Bécard 1991, Schubert 1992). V plodnicich Glomus versiforme
a Glomus mossae predstavuje trehal6za hlavni rozpustny sacharid (Schubert et al. 1992).
Ve sporach arbuskularné mykorhizni houby Gigaspora margarita tvofila trehaléza 1,13 %
susiny, ve sporach Glomus intaradix 0,06 % a ve sporach Glomus etunicatum 1,60 % suSiny
(Bécard et al. 1991). Vysledky téchto méfeni ukazuji na ddlezitou roli tohoto sacharidu
v metabolismu arbuskularné mykorhiznich hub. Z uvedenych vysledk je také patrné, ze jednou
z pravdépodobnych roli trehalbézy v rlstu a vyvoji AM hub je patrné poskytovani energie béhem
kliCeni spor (Bécard et al. 1991). Po kli¢eni spor totiz dochazi k vyraznému ubytku trehalézy
(Bécard et al. 1991).

Z hlediska této prace je ale zasadnéjsi vliv trehal6zy na rostlinu, ackoliv tvorba a kli¢eni spor
nové interakci mezi obéma symbionty pfedchazi. Hlavnim substratem, z néhoz endomykorhizni
houba v arbuskularni mykorhize ziskava uhlik, je pravdépodobné exogenni, resp. rostlinna
glukéza (Shachar-Hil let al. 1995). Za pomoci NMR spektroskopie bylo pozorovano, Zze glukéza
dodana arbuskularné mykorhiznim kofenlm exogenné z média je inkorporovana jak do
rostlinnych pletiv, tak do houbového symbionta a je tak mozné, Ze tok uhlikatych latek probiha
i formou exudace latek do rostlinného symbionta, pfipadné Ze glukézu pfijimaji z média oba
symbionti (Shachar-Hill et al. 1995; Pfeffer et al. 1999; Bago et al. 2003). Mykorhizni kofeny
s inokulovanou arbuskularné mykorhizni houbou spotfebovavaji exogenni glukbézu rychleji
a ve vétSim mnozstvi, nez kofeny nemykorhizované (Shachar-Hill et al. 1995; Harrison 1996).
V kofenech tolice Medicago truncatula kolonizovanych AM houbou Glomus versiforme
se vyrazné zvySila abundance transkriptd genu koédujiciho rostlinny hexézovy prenase¢ Mist1
(Medicago truncatula sugar transporter 1), a to predevS§im v intenzivné kolonizovanych
oblastech kofene (Harrison 1996). To mlze ukazovat na existenci pfidatného uhlikového sinku
tvofeného houbovym symbiontem (napf. Lopez et al. 2007). Vzhledem ke zvySovani obsahu
trehaldozy v mykorhizovanych kofenech v prlbéhu postupujici kolonizace, mlzZe byt latkou
zodpovédnou za tvorbu takového sinku trehaléza (Schubert et al. 1992). Tomu milze
nasvédcovat i zvySovani obsahu trehalézy v mykorhizovanych kofenech v reakci na stres
(Schellenbaum et al. 1998). Pravdépodobné se na tvorbé uhlikového sinku podili i dalSi
metabolity specifické pro metabolismus hub, jako napfiklad manitol, €i glykogen (Schubert et al.
1992; Shachar-Hill et al. 1995; Bago et al. 2003). Trehal6za by v8ak mohla byt oproti jinym
latkam houbového metabolismu vhodnéjSi k tvorbé sinku, protoze rostlinny symbiont si ji
nemuze dovolit pfijmout do svych pletiv ve velkém mnozstvi, jelikoz v rostlinném metabolismu
ma trehal6za silny signalizacni charakter a ve vysokém mnozstvi muze byt pro rostlinu i toxicka
(Veluthambi et al. 1981; Eastmond et al. 2002; Schluepmann et al. 2004; Gdmez et al. 2006).
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Dilezita je i otazka, kam v ramci mycelia AM hub sméfuje exogenné ziskany uhlik. Dodani
znacené [°C]glukézy vedlo k pozorovani, ze v arbuskularné mykorhiznich kofenech dochazi
k inkorporaci uhliku do zasobnich a strukturnich latek manitolu, glykogenu, glycerolu
a trehal6zy. Ve vy$Sim mnozstvich ['*Clglukézy v médiu je rezonance patrna i u sacharézy
(Shachar-Hill et al. 1995; Pfeffer et al. 1999; Bago et al. 2003). U arbuskularné mykorhiznich
kofenl mrkve Daucus carota byl pozorovan pfesun znaceni i do chitinu (Bago et al. 2003).
Rostlinné hex6zy tak mohou byt v intraradikdlnim myceliu arbuskularné mykorhizni houby
rychle pfeménény na zasobni latky jako glykogen, &i glycerol, a v této formé bud'to skladovany,
¢i dale transportovany do extraradikalnino mycelia (Pfeffer e al. 1999; Bago et al. 2003).
Syntéza glycerolu i glykogenu je ale velice energeticky naroéna a navic by tato forma transportu
byla mezi ostatnimi organismy pfinejmensSim ojedinéld (Bago et al. 2003). Je tedy
pravédpodobné, Ze se nejedna o jediny zpusob translokace uhliku do extraradikalniho mycelia
u arbuskularné mykorhiznich hub (Bago et al. 2003). Relevantni pro tuto Uvahu je i pozorovani
presunu izotopového znaceni u kofent péru Allium porrum. Dodani znacené [°*C]glukdzy vedlo
k dvojnasobnému zastoupeni *C u nemykorhizovanych kofenl oproti kofendm kolonizovanym
AM houbou , coz ukazuje na rapidni pfesun uhliku do extraradikalniho mycelia houby (Shachar-
Hill et al. 1995). VétSina pfesunu znaCeného uhliku se v tomto pfipadé odehrava po ¢asové
prodlevé 12-15 hodin od dodani zna¢ené glukézy do média, po které nastane az desetinasobny
narlst inkorporace *C do trehaldézy a glykogenu (Shachar-Hill et al. 1995). Pravdépodobné je
tak transfer uhliku do houbového mycelia zavisly na stavu sacharidu v rostlinnych pletivech.

Aby houbovy symbiont mohl v mykorhizni asociaci zpracovat rostlinné asimilaty ve svdj
prospéch, je nutna pfitomnost a aktivita sacharolytickych enzym(, schopnych rozstépit
rostlinnou sacharézu na hexdzy, jez jsou houbovému symbiontu dostupné (Shachar-Hill et al.
1995; Schellenbaum 1998; Bago 2003; Schaarschmidt et al. 2007). Druhy hub G&astnici
se arbuskularni mykorhizy dle dostupnych informaci postradaji vlastni invertazy, resp. geny pro
jejich syntézu (Schaarschmidt et al. 2007; Parrent et al. 2009), a jsou tak zavislé na aktivité
rostlinnych invertdz, resp. na pfisunu hex6z rostlinou. Arbuskularné mykorhizni houby
pravdépodobné budto &innost rostlinnych invertaz neovliviiuji (Schellenbaum et al. 1998),
nebo ji ovliviuji jen pomérné mirné (Schaarschmidt et al. 2006), aniz by aktivovaly stresové
reakce rostliny. To ukazuje na dobfe ustaleny mutualisticky charakter této symbidzy
(napf. Kaschuk et al. 2009). NasvédcCuji tomu i vysledky experimentu u rostlin Medicago
trunculata a Nicotiana tabacum, kde byla studovana zavislost mezi obsahem hex6z a kolonizaci
rostliny arbuskularné mykorhizni houbou Glomus intraradices (Schaarschmidt 2006). Z této
studie vyplyva, ze nadbytek hexdz dostupny houbé nema za nasledek zrychleni a zmohutnéni

kolonizace rostlinnych pletiv myceliem. Opaény stimul, tedy sniZeni obsahu dostupnych hexéz
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pro mycelium arbuskularné mykorhizni houby mize mit za nasledek snizeni miry kolonizace
pletiv rostlinného symbionta (Schubert et al. 1992). V pfipadé, ze je vSak houba schopna
kompenzovat snizené mnozstvi rozpustnych sacharidd v rostliné zesilenim uhlikového sinku,
nemusi ke snizeni miry kolonizace dojit (Schellenbaum et al. 1998). Ke sniZzeni obsahu vSech
rozpustnych sacharidd v&etné trehal6zy dochazi v arbuskularné mykorhiznich kofenech
napfiklad pfenesenim rostliny do tmy (Schubert et al. 1992). Zmens$eni poolu dostupnych hexdz
tak v tomto pfipadé pravdépodobné nevyvolava zvétseni sily pfidatného houbového sinku.
Druhé mozné vysvétleni muze byt, ze dostupnost hex6z je tak nizka, ze ani zvétSeni sily sinku
nevede k zvySeni miry pfenosu latek do mykorhizni houby.

ZvySeni obsahu vS8ech rozpustnych sacharidd v mykorhizovanych kofenech bylo
pozorovano po dodani vétsiho mnozstvi fosforu do rlstového média u rostlin péstovanych
na svétle. Vyjimku mezi rozpustnymi sacharidy tvofila v tomto pfipadé trehaléza, jejiz obsah
reaguje na situaci stagnaci, zatimco v pfipadé niz§iho mnozZstvi dostupného fosforu v médiu
obsah trehal6zy v mykorhiznich kofenech roste (Schubert et al. 1992). Pfidany fosfor mize vést
k niz8i exudaci rostlinnych sacharid(i do mezilehlého prostoru (Ratnayake et al. 1978, Kaschuk
et al. 2009). Tato pozorovani ukazuji na vyznam trehaldzy v arbuskularné mykorhizni symbibze,
jelikoz jako jediny sacharid na zménu dostupnosti fosforu reaguje. Za pfedpokladu, Ze trehal6za
tvofi pfidatny uhlikovy sink AM houbového symbionta, Ize spekulovat o ¢aste¢né kontrole tohoto
sinku rostlinou. V tomto pfipadé by byl vy&si pfisun fosforu rostlinou reflektovan jako potfeba
udrzet silu houbového sinku na stejné urovni, €i jako potfeba zastavit dalsi rdst intraradikalniho
mycelia. Je mozné, Ze kontrola rostliny nad touto situaci spociva i v regulaci aktivity pfenaseci
sacharidi (Harrison 1996). Interakce muze byt kontrolovana také mnozstvim dusiku
dostupného rostling, ¢i obrannymi mechanismy rostliny (Schaarschmidt et al. 2007, Wilson et al.
2007, Kaschuk et al. 2009, DjonovicC et al. 2013). Pfidatny uhlikovy sink v kofenech, tvofeny
houbovym symbiontem, tak ma pravdépodobné silu umérnou k mife kolonizace rostlinnych
pletiv myceliem, velikosti mycelia a poolu rostlinnych hexdz, kde tento pool pravdépodobné
odrazi miru potfeby rostliny investovat do houbového partnera asimilaty.

Trehaloza ma v arbuskularni mykorhize Uulohu i ve stresovych podminkach
(Schellenbaum et al. 1998; Ocdn et al. 2007). Teplotni a chemicky stres vedou v extraradikalnim
myceliu AM houby Glomus intraradices ke zvySeni obsahu trehalézy, zvySeni aktivity enzymu
trehaldézafosfatsyntazy GiTPS i mnozstvi mRNA GiTPS2. ZvySeni teploty o 10°C nad optimum
G. intraradices vedlo az k desetinasobnému nartstu obsahu trehal6zy. Tento teplotni stres ved|
u G. intraradices i ke zvySeni aktivity neutralni trehaldzy GiNTH1. MnoZstvi mRNA GiNTH1
vzrostlo az pfi odeznivani stresové reakce; neutrélni trehalaza tak mdze mit roli v regeneraci

po obdobi teplotniho stresu (Océn et al. 2007). Snizeni mnozstvi vody dostupné kofenim
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kukufice Zea mays vedlo k zvySeni obsahu trehalézy a aktivité trehalazy a invertazy u kofenu
této rostliny mykorhizovanych arbuskularné mykorhizni houbou Glomus versiforme, i u kofenu
nemykorhizovanych (Schellenbaum et al. 1998). Tyto zmény byly kromé trehaldzové aktivity
vyraznéjSi u mykorhizovanych kofent. Zména v trehalazové aktivité mohla byt
vykompenzovana opa¢nou zménou trehaldzové aktivity u jednoho ze symbiontd, coz vzhledem
k nedostate¢né pfesné metodé nebylo mozné ovéfit (Schellenbaum et al. 1998). Nedostatek
vody, na ktery kukufice reagovala snizenim rychlosti fotosyntézy, vyvolal v mykorhizovanych
kofenech az pétinasobny narlist obsahu trehaldzy (Schelenbaum et al. 1998). Celkova odpovéd
rostliny ukazovala, ze zesilenim pfidatného sinku tvofeného houbovym symbiontem
po stresovém stimulu doSlo ke zvétSeni poolu hexdéz. Je zvlastni, ze tento pool by mél byt
generovan rostlinnou invertdzou, ktera vykazovala snizenou aktivitu (Schellenbaum et al. 1998).
Je také mozné, Ze Cast naméfené trehaldzy pochézela z rostliny a byla syntetizovana
v odpoveédi na osmoticky stres (Kaplan et al. 2004; El-Bashiti et al. 2005).

ZvySeni obsahu trehal6zy v arbuskularné mykorhiznich kofenech v reakci na stres muze byt
dano jednak protektivni ulohou tohoto disacharidu (Crowe et al. 1984; Albertorio et al. 2007;
da Costa Morato Nery et al. 2008), jednak mUze predstavovat reakci houbového symbionta

na snizené mnozstvi poskytovanych hex6z (Schellenbaum et al. 1998).

2.2.2. Erikoidni mykorhiza

Téma erikoidni mykorhizy je pomérné malo prostudované a vyjimkou neni ani Gloha
trehalozy v této symbidze. Smér toku uhlikatych latek v erikoidni mykorhize probiha témér jisté
prevazné smérem z rostlinného do houbového symbionta (Stribley et al.1974; Hughes a Mitchell
1995). Narozdil od vétSiny ektomykorhiznich druhl hub jsou houby U&astnici se erikoidni
mykorhizy pravdépodobné schopné rust i na médiu obsahujicim jako jediny zdroj uhliku
sachardzu; kromé sachar6zy je vhodnym zdrojem uhliku pro tyto houby i glukbza a frukt6za
(Stribley et al. 1974; Hughes a Mitchell 1995).

V mykorhiznich kofenech rostlin z Celedi Ericaceae kolonizovanych ErM (erikoidné
mykorhiznimi) houbami byl ze sacharidd naméfen nejvySSi obsah sacharézy, trehalézy
a manitolu, zatimco v nemykorhizovanych kofenech téchto rostlin nebyly trehal6za ani manitol
identifikovany (Stribley et al. 1974; Hughes a Mitchell et al. 1995). V mykorhizovanych kofenech
vSak byl zaznamenan vyrazné vySSi obsah sacharézy, nez v kofenech nemykorhizovanych,
coz ukazuje na prFitomnost pfidatného uhlikového sinku v mykorhizovanych kofenech,
ktery by mohly tvofit trehaldza a manitol (Stribley a Read 1974). Béhem ristu mycelia ErM
houby Hymenoscyphus ericae byl zaznamenan Ubytek trehalézy a manitolu, nasledovany

nardstem obsahu glukézy a fruktézy v myceliu (Hughes a Mitchell 1995), coz mize ukazovat
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na roli trehalézy a manitolu tvofit pool uhliku, ktery je smérovan do nové vznikajici biomasy.
V tomto pfipadé je mozné, Ze syntéza téchto metabolitl vytvaFi uhlikovy sink v mykorhizach
(Hughes a Mitchell 1995).

Schopnost erikoidné mykorhiznich hub utilizovat sacharézu je mezi mykorhiznimi houbami
pomérné neobvykla (Stribley a Read 1974; Hughes a Mitchell 1995; Hughes a Mitchell 1996).
Tomu, Ze jsou ErM houby schopny hydrolyzovat sachardézu, nasvédCuje také identifikace
nékolika typl invertaz u ErM houby Hymenoscyphus ericeae (Hughes a Mitchell 1996)
a pfitomnost gena pro invertazy GH32 (Glycosyl Hydrolase 32 — EC 3.2.1.). Z mnoha
studovanych druht rdznych hub totiz vykazovalo pfitomnost téchto gent jen 5, a z téchto péti
druhl tvofi tfi druhy erikoidni typ mykorhizy: Sebacina incrustans, Rhizoscyphus ericae
a Meliniomyces bicolor (Parrent et al. 2009). Lze tedy uvazovat o tom, Ze sink pro uhlikaté latky
vznika v kofenech kolonizovanych erikoidné mykorhizni houbou jednoduse Stépenim sacharézy
houbovou invertazou a transportem vzniklych hex6z do houbového mycelia, kde jsou
pfevedeny na trehal6zu, manitol, ¢i jiné metabolity.

Zména obsahu jednotlivych sacharidd vyvolana v mykorhiznich pletivech houbou mize mit
vliv i na metabolismus rostliny. V kofenech klikvy Vaccinium macrocarpon kolonizovanych
neidentifikovanou ErM houbou byla pozorovana zvy$ena inkorporace uhliku do manézovych
polymeru, oproti kofenim nemykorhizovanym (Stribley et al. 1974). Bohuzel neni jasné,
zda k syntéze dochazelo v rostlinnych pletivech, ¢i v houbovém myceliu. U kofenta Glycine max
byl pozorovan podobny efekt zvySeni syntézy fruktanu v dusledku zvySeni aktivity
sachar6za:sachar6za-1-fruktosyltransferazy (1-SST) a zvySeni aktivity sachar6za:fruktan-6-
fruktosyltransferazy (1-SFT) v reakci na zvySeny obsah sacharézy a trehal6zy (Mduller et al.
2000). Je tedy mozné, ze sachar6za i trehal6za, které se v mykorhizovanych kofenech vyskytuji

ve zvySeném obsahu, zpusobuji modifikaci aktivity nékterych enzyma i u ErM rostlin.

2.2.3. Orchideoidni mykorhiza a mykoheterotrofie

Situace kolem translokace uhlikatych i dalSich latek v orchideoidni mykorhize je z velké
Casti nezndma a podléha stale mnoha diskuzim. Role trehaldézy zde vSak patrné bude dosti
odliSna oproti dfive rozebranym typim mykorhizni symbi6zy a trehaléza zde mlze mit rozsahly
vliv na metabolismus symbiontl. Rostliny orchideji jsou ve vétSiné pfipadld na houbovém
symbiontu do rdzné miry zavislé, a to pfinejmensim do doby, nez zac¢nou fotosyntetizovat
(Smith 1967; Hadley 1984; Alexander a Hadley 1985; Cameron et al. 2006). VSechny druhy
orchideji jsou alespori v mladi heterotrofni a v této fazi zfejmé dochazi k pfenosu cukru
prevazné ve sméru z houby do rostliny (Smith 1967; Hadley a Purves 1974; Alexander a Hadley

1985). V dospélosti ale fada druh( orchideji fotosyntetizuje a zplsob vzivy rostliny se méni.
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Rada druht patrné kombinuje pfisun uhliku z mykorhizni houby s pfisunem uhliku fixovaného
fotosyntézou (napfiklad Girlanda et al. 2011; Sommer et al. 2012; Stockel et al. 2014).
U mensiho mnozstvi druhu byl ale v dospélosti pozorovan také prakticky vyhradni tok z rostliny
do mykorhizni houby (Cameron et al. 2006; Liebel et al. 2014).

S ohledem na orchideoidni mykorhizu je zasadni schopnost rostlin z ¢eledi Orchidaceae,
u nichz se tento typ mykorhizy vyskytuje, trehaldézu utilizovat (Ernst et al. 1971; Smith 1973;
Hadley a Purves 1974; Jheng et al. 2006; Liu et al. 2006; Sopalun et al. 2010). Trehal6za
dodana do média protokormim orchideji je do rizné miry vhodna jako zdroj uhliku pro jejich
rst a v nékterych pfipadech ma vliv i na jejich vyvoj. U semenackl hybridnich Phalaenopsis je
trehaldéza k tomuto Guéelu méné vhodna nez glukdza, ¢&i fruktéza (Ernst et al. 1971) a podobné je
tomu i u protokorm0 druhl Dactylorchis purpurella a Bletilla hyacinthina (Smith 1973).
Naopak vhodnéjSim zdrojem uhliku pro rlst a vyvoj protokormu se oproti jinym sacharidm zda
trehaléza byt u protokormd druht Goodyera repens (Hadley a Purves 1974), ¢i u protokorm
orchideje Oncidium ,Gower Ramsey“ (Jheng et al. 2006). Reakce rostlin na jednotlivé sacharidy
je vSak pravdépodobné dana kromé druhu rostliny i typem média a zastoupenim soli v médiu
(Liu et al. 2006). V nékterych studiich bylo pozorovano, zZe trehal6za ma oproti jinym
sacharidim (maltéze a sachardze) pozitivnéjsi vliv na maturaci PLBs (protocorm-like bodies)
a pfeménu PLBs na rostlinky (Jheng et al. 2006; Liu et al. 2006; Sopalun et al. 2010).
VySe zminéna pozorovani jsou v kontrastu s ¢astym toxickym, Ci inhibicnim efektem vysokého
obsahu trehal6zy na rostliny z jinych Celedi (Veluthambi et al. 1981; Eastmond et al. 2002;
Schluepmann et al. 2004; Gomez et al. 2006). Orchideje jsou dnes jediné znamé rostliny,
u nichz byla schopnost utilizovat exogenni trehalézu ve velkém mnozstvi a bez dodani jinych
sacharidll pozorovana.

Vzhledem k tomu, Ze trehaléza je jednim z hlavnich rozpustnych sacharidd v mykorhiznich
houbach (napf. Smith 1967, Martin et al. 1985; Lewis a Harley 1965a; Hughes a Mitchell 1995),
a vzhledem k mnohokrat zaznamenanému sméfovani toku uhlikatych latek v orchideoidni
mykorhize z houbového symbionta do rostliny (Smith 1967; Hadley a Purves 1974; Alexander
a Hadley 1985; McKendrick et al. 2000; Bougoure et al. 2010), se nabizi uvaha, Ze orchideje
se pfizpusobily pfijmu tohoto houbového metabolitu. Jiny houbovy metabolit, manitol, se nezda
byt vhodnym zdrojem uhliku pro orchideje, jelikoz orchideje pravdépodobné vétSinou nejsou
schopny rust na manitolu jakozto jediném zdroji uhliku (Smith 1973; Hadley a Purves 1974).
Trehal6za je tak vhodnym kandidatem na latku, jez by v orchideoidni mykorhize mohla slouZzit
k pfesunu uhliku do rostliny. Patrné vS8ak mohou existovat i vyjimky, ja ukazal Nakamura (1982)
u protokormU Galeola septentrionalis, které manitol vyuzivat umi.

Je otazkou, jak orchideje kolonizované houbou vytvareji sink pro uhlikaté latky. Pfi dodani

20



znacené [“Clglukdézy do media kofentm orchideje Dactylorchis purpurella mykorhizovanym
houbou Rhizoctonia repens byl sledovan nejprve narlst znaceni trehaldézy a poté Ubytek
ve znaceni trehalézy umérny narastu znaCeni sachardézy (Smith 1967). Bylo by mozno
uvazovat, Zze je glukéza nejprve pfijmuta houbovym symbiontem, kde je konvertovana
na trehaldézu, kterd je pak v rostlinnych pletivech pfevedena na sacharézu (Smith 1967).
Specificita sachardzy pro rostlinny metabolismus by mohla délat ze sacharézy vhodnou latkou
pro tvorbu sinku. Je ale mozné, Ze sink je tvofen jednoduSe zvySenim rychlosti rlstu rostliny
atedy i zvySenou spotiebou sacharidl, jelikoz u mykorhizovanych orchideji byl pozorovan
rychlejSi rlst pletiv a rychlejsi inkorporace sacharid(i dodavanych do média (Hadley a Purves
1974; Smith 1967; Hadley 1984; McKendrick et al. 2000). Na druhou stranu stale neni jisté,
zda pfijem latek rostlinnym symbiontem probiha pouze formou lyze houbovych peletonu
(Hadley 1984; Bougoure et al. 2010; Bougoure et al. 2014), ¢i zda existuje i jiny, biotroficky
mechanismus (Smith 1967; Cameron et al. 2006). Dvé nejnovéjsi studie zabyvajici se touto
problematikou u dvou rdznych druhd orchideji doSly k rozdilnym vysledkdim. U druhu Spiranthes
sinensis zfejmé dochazi k pfenosu uhliku z houby do rostliny jak v rostoucich pelotonech,
tak béhem jejich lyze (Kuga et al. 2014). U druhu Rhizanthella gardneri vSak k pfenosu uhliku
patrné dochazi az béhem lyze pelotonl (Bougoure et al. 2014). Na tuto otadzku tedy neexistuje
jednoznacénéa odpovéd a nelze vylouéit, Ze u rliznych druhd orchideji miZe k pfenosu uhlikatych
latek dochazet rznym zpusobem (Selosse 2014). Nehledé na to je vzhledem k signalizacni roli
trehalozy v metabolismu rostlin, a téZ i vySe zminéné mozné toxicité vysokych koncetraci
trehaldzy pro rostliny, dulezité rozpoznat, zda je trehaldéza v orchidejich Stépena extracelularné,
nebo intracelularné, &i zda ke Stépeni dochazi jesté v myceliu houbového symbionta.
Alternativou by mohla byt tolerance orchideji k vysokému vnitrobunéénému obsahu trehalézy.
Tato otazka vSak doposud nebyla oddélené feSena a lokalizace a aktivita pfipadnych trehalaz
v orchideoidni mykorhize jsou neznamé. Pfi dodani trehaldzy jako jediného sacharidu do média
pro semenacky hybridnich Phalaenopsis vSak byl po néjakém ¢ase v médiu naméfen nizky
obsah glukézy (Ernst et al. 1971), coz by mohlo ukazovat na extracelularni Stépeni trehal6zy.
V souladu s tim je i pozorovani u huseni¢ku A. thaliana, kde je trehaldza nejspiSe vazana
na plasmalemu a jeji katalyticka doména sméfuje do apoplastu (Frison et al. 2007). VySe
zminéné mnozstvi glukdzy v médiu bylo v8ak vzhledem k mnozZstvi trehalézy velmi malé,
a moznost extracelularniho Stépeni je tedy diskutabilni (Ernst et al. 1971). Za povSimnuti stoji
i odliSnost v metabolismu Skrobu u mykorhizovanych orchideji oproti orchidejim
nemykorhizovanym. Bylo pozorovano, Zze nemykorhizované rostliny orchideji akumuluji vice
Skrobu, nez rostliny mykorhizované (Hadley a Purves 1974; Hadley 1984). To by mohlo byt

dano expozici mykorhizovanych rostlin exogenni trehaléze, ktera snizuje obsah trehal6za-6-
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fosfatu v metabolismu riznych druhl rostlin (Wingler et al. 2000; Schluepmann et al. 2004;
Delatte et al. 2011). T6P v metabolismu rostlin podporuje akumulaci Skrobu (napf. Wingler et al.
2000; Kolbe et al. 2005; Lunn et al. 2006; Martins et al. 2013), a proto snizeni jeho obsahu
muUze vést ke snizeni obsahu Skrobu v mykorhizovanych rostlinach. To by mohlo ukazovat
na moznost, ze trehal6za houbového puivodu v metabolismu orchideji signaliza¢ni roli ma.
Specialnim typem mykoheterotrofie je epiparazitismus. V této tritrofické interakci je rostlina
do rizné miry zavisla na uhliku a dalSich latkach z jiné rostliny, s niz je propojena myceliem
mykorhizni houby (Bjérkman 1960; Trudell et al. 2003; McKendrick et al. 2000; Bougoure et al.
2010; Bougoure et al. 2014). Mykorhizni houba vytvaii v tomto pfipadé orchideoidni
(McKendrick et al. 2000; Bougoure et al. 2010; Bougoure et al. 2014), ¢ monotropoidni
(Bjérkman 1960; Trudell et al. 2003) typ mykorhizy s parazitujici rostlinou, a s hostitelskou
rostlinou tvofi ektomykorhizu, &i arbuskularni mykorhizu (Bjérkman 1960; Bougoure et al. 2010).
O této formé interakce je znamo jen velmi malo a o biosyntéze trehalézy nejsou v tomto pfipadé
informace zadné. Je v8ak pravdépodobné, Ze situace bude kombinaci orchideoidni,

¢i monotropoidni mykorhizy, s ektomykorhizou, &i arbuskularni mykorhizou.

2.3. Obecna role trehalézy v mykorhiznich asociacich

Je zde tfeba uvést, Zze velké omezeni ve vyzkumu problematiky ulohy trehalozy
v metabolismu mykorhizovanych rostlin pfedstavuje fakt, Ze dosud neexistuje metoda,
s jejiz pomoci by Slo lokalizovat malé zmény obsahu trehal6zy na arovni bunék (Carillo et al.
2013). Takovd metoda by umoznila lepSi pochopeni situace na fyzickém rozhrani mezi
houbovym a rostlinnym symbiontem v mykorhizni symbi6ze. Trehal6za a intermediat jeji
biosyntézy, trehal6za-6-fosfat, silné ovliviiuji metabolismus rostlin a fada pozorovanych zmén
v metabolismu rlznych druht rostlin zplsobenych mykorhizaci je podobna u¢inkim vyvolanym
zménami obsahu trehalozy a T6P (Wiemken 2007). Zejména jde o zmény v obsahu
a pomérném zastoupeni sacharidd v mykorhizovanych pletivech (Lewis a Harley 1965a;
Schaeffer et al. 1995; Pellny et al. 2004; Martins et al. 2013). Regulace stavu mykorhizace
a prfesunu latek mezi mykorhiznimi symbionty by tak mohla byt ze strany houby &astecné
kontrolovana skrze exkreci trehalozy, ¢i T6P, do pletiv rostliny (Wiemken 2007). Ackoliv prozatim
takovy pfesun nebyl zaznamenan, nelze tuto moznost vzhledem k absenci dostateCné pfesné
metody vyloucit. V parazitickych interakcich se trehal6za patogeneze rostlin patrné ucastni
(Reignault et al. 2001; Brodmann et al. 2002; Renard-Merlier et al. 2007) a nasledujici kapitola

vénujici se parazitismu zvazuje dusledky této moznosti v symbiotickych interakcich.
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3. Parazitismus

Fytopatogenni organismy tézi z interakce s rostlinami ziskem Zivin hostitele,
zatimco infikované rostliny z této symbidzy uzitek vétSinou nemaji. U parazit(l se vyvinula fada
mechanismu, pomoci kterych Ziviny z hostitele ziskavaji. V nékterych z téchto mechanismu je
do rlizné miry zapojena i trehal6za (Brodmann et al. 2002; Abood a Ldsel 2003; Foster et al.
2003; Wilson et al. 2007; Lowe et al. 2009; Gamm et al. 2011; Gravot et al. 2011; Djonovic et al.
2013; Song et al. 2014). Parazité z riznych, a to i vzajemné velmi vzdalenych taxond, vyuZzivaji
tento disacharid v patogenezi rostlin a k ovlivnéni rostlinného metabolismu ve svUj prospéch.
Trehaldza se tak jevi jako infekCéni agens s potencialem v parazitickych interakcich. V této ¢asti
se budu postupné stru¢nou formou vénovat situaci u rliznych skupin organisma, s nejvétSim
ddrazem na fytopatogenni houby.

Oproti mykorhizni symbi6ze je Gloha trehal6zy ve vztahu mezi fytopatogeny a rostlinami Iépe
prostudovana. Na téma parazitismu existuje fada recentnich studii, opirajicich se o moderni
metody, v€etné metod genového inzenyrstvi (napf. Djonovi¢ et al. 2013; Song et al. 2014).
Tyto metody byly ve vyzkumu role trehalbzy v mykorhizni symbiéze doposud vyuZzity jen
minimalné. Rozdil v pokrocilosti studia je dan pravdépodobné i tim, Ze mezi rostlinnymi hostiteli
zminénych parazitd je mnoho hospodéaisky vyznamnych plodin. Pochopeni dlohy trehalozy
v mykorhizni symbi6ze vSak pro produkci zemédélskych plodin mlze byt neméné dllezité.
Je také tfeba uvést, Ze situace navozena infekci nize zminénymi fytopatogennimi druhy hub
se muze velmi odliSovat od situace v mykorhizovanych kofenech, vzhledem k tomu, Ze uvedené

fytopatogenni houby infikuji primarné nadzemni ¢ast rostliny.

3.1. Parazité rostlin z riSe Fungi

Asi nejlépe je prostudovana uloha trehalézy u fytopatogennich hub, ktera je vzhledem
k primarnimu zaméreni této prace na mykorhizu pro tuto praci i nejvice relevantni. Porozuméni
rozdillm a podobnostem mezi ulohou trehalézy v mykorhizni symbiéze a ulohou trehal6zy
v parazitickych interakcich mize vést k lepSimu pochopeni vyznamu tohoto disacharidu v ramci
symbi6z rostlin a hub.

V metabolismu fytopatogennich hub pfedstavuje trehaldéza dllezitou slozku (Thrower
a Lewis 1973; Foster et al. 2003; Wilson et al. 2007; Lowe et al. 2009; Dulermo et al. 2010;
Song 2014). Uhlikaté latky jsou v parazitickych interakcich primarné pfesunovany z rostlinného
symbionta do mycelia patogena (Thrower a Lewis 1973; Abood a Lésel 2003). Exogenni
sacharidy jsou v myceliu fytopatogennich hub nasledné konvertovany na trehal6zu, manitol,
arabitol, erythritol, glykogen, glycerol, a jiné pfevazné houbové metabolity (Thrower a Lewis

1973; Abood a Lésel 2003; Dulermo et al. 2010). VétSina patogenu je patrné schopna utilizovat i
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sachar6zu (napf. Parrent et al. 2009), kterou enzymaticky $t&pi na hexdzy bud'to extracelularné,
nebo intracelularné a tyto jsou nasledné pfevadény na zminéné metabolity (Gaunt a Manners
1973; Thrower a Lewis 1973; Lam et al. 1995).

Podobné, jako bylo pozorovano u mykorhiznich hub, i u fytopatogennich hub je patrné
trehal6éza nutna pro sexualni a asexualni reprodukci (Abood a Lésel 2003; Foster et al. 2003;
Lowe et al. 2009; Song et al. 2014). Delece genu pro biosyntézu trehal6zy tak mdze mit
za nasledek neschopnost houby sporulovat, ¢i nezivotaschopnost spor. | timto nepfimym
zpUsobem je tak trehal6za nutna pro patogenitu parazita. Biosyntéza trehalézy je s nejvétsi
pravdépodobnosti u fady parazitd nutna pro uspésnou infikaci rostlinného hostitele i z dalSich
ddvodd. O roli trehalézy v patogenezi dobfe vypovida pozorovani, kdy listy pSenice Triticum
aestivum oS$etfené trehalézovym roztokem formou spreje, vykazovaly téméF Uplnou odolnost
vuci patogenni houbé Blumeria graminis f. sp. tritici (Reignault et al. 2001; Renard-Merlier et al.
2007). Trehal6za zde patrné u rostliny vyvolava zahajeni obranné reakce a v okamziku realné
infekce je rostlina jiz vici patogenu odolna. Tomu nasvédCuje i zvySeni aktivity fady enzym
uCastnicich se obrannych reakci rostliny, jako fenylalanin-amoniak lyazy (PAL), ¢i peroxidazy
(Reignault et al. 2001) a vy$Si produkce H,O. (Renard-Merlier et al. 2007) v rostliné v reakci
na vnéjSi oSetfeni prytu trehalézovym roztokem. Zajimavé je, Ze enzymy syntézy ligninu
ovlivnény nebyly (Reignault et al. 2001). Vhodné by v tomto pfipadé bylo i zméfeni aktivity
rostlinné trehalazy, kterd pravdépodobné bude téZz zvySeny obsah trehaldézy reflektovat,
jako bylo pozorovano napfiklad u huseni¢ku Arabidopsis thaliana po infekci nadorovkou
Plasmodiophora brassiceae (Brodmann et al. 2002).

Pomoci metod genového inzenyrstvi byl demonstrovan vyznam gen( biosyntézy trehal6zy
u fytopatogennich hub, ktery byl vyhodnocen za pomoci fady pokro&ilych metod, jako RT-PCR
(reverse transcription polymerase chain reaction), DNA microarrays, elektronové mikroskopie,
apod. Deleci gend pro TPS a TPP dochazi u fytopatogennich hub ke snizeni, az ztraté
schopnosti houby infikovat a posSkozovat rostlinu (Foster et al. 2003; Wilson et al. 2007; Lowe
etal. 2009; Song et al. 2014). Delece TPS1 genu u houby Magnaporthe grisea vede
u infekénich hyf této houby ke ztraté schopnosti penetrovat pletiva hostitelské rostliny ryze
Oryza sativa (Foster et al. 2003; Wilson et al. 2007), pravdépodobné v dusledku potieby
trehalézy k vytvofeni dostate¢ného turgoru ve $pi¢ce hyfy. Naopak u houby Staganospora
nodorum tento gen pravdépodobné neni pro penetraci intaktnich pletiv pSenice Triticum
aestivum nutny (Lowe et al. 2009). Kromé katalytické aktivity enzymu TPS je vSak pro zdarnou
infekci u M. grisea mozna dulezitd i stavba samotného proteinu (Wilson et al. 2007),
ackoliv neni pfilis jasny mechanismus tohoto efektu. Ddllezité Uloze TPS v patogenezi

nasvédCuje i pozorovani, kdy delece TPS1 genu u fytopatogenni houby S. nodorum vedla
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k ovlivnéni miry exprese 1501 genu (Song et al. 2014).

O vyznamu regulace obsahu trehal6zy v patogenité M. grisea vypovida snizeni patogenity
deleci genu pro neutralni trehalazu NTH1 (Foster et al. 2003). U M. grisea vSak nebyl studovan
dlsledek delece druhého enzymu otsA-otsB biosyntetické drahy trehal6zy, TPP. Delece tohoto
genu pravdépodobné povede k hromadéni T6P v organismu houby. Vzhledem k tomu,
ze fytopatogenni houby mozna T6P i trehal6zu sekretuji do hostitelskych rostlin (Reignault et al.
2001; Brodmann et al. 2002; Renard-Merlier et al. 2007), ve kterych tyto latky signalizuji,
bylo by zdhodno proSetfit Ulohu tohoto proteinu v parazitické interakci. U fytopatogenni houby
Fusarium graminearum je pravé delece genu katalyzujiciho konverzi T6P na trehal6zu
pro patogenitu nejkriti¢téjsi, a to v porovnani jak s Atps1 mutanty, tak s dvojitymi mutanty Atps1-
Atps2 (enzym TPS2 zde katalyzuje pfeménu T6P na trehalézu podobné jako TPP; Song et al.
2014). Dopad dvojité mutace na patogenitu S. nodorum se ukazoval jako nejmirngjsi.
O vyznamu genu TPS2 pro spravnou patogenezi vypovida ovlivnéni miry exprese mnoha genu
houby, vyvolané deleci tohoto genu. Delece se projevila u 2781 gen(l, mezi nimiz byly geny
UCastnici se syntézy bunécné stény, mykotoxinu, ale i geny ovliviujici G-proteinové signalni
kaskady (Song et al. 2014). Geny Uc€astnici se biosyntézy trehal6zy jsou tak v metabolismu
S. nodorum zjevné velmi dulezité. Hlavni kvalitativni zmény u S. nodorum zpusobené deleci
téchto genl jsou naruSeni rastu hyf, zménéna ultrastruktura bunééné stény, vyrazné snizena
odolnost vuc¢i chemickému stresu a neschopnost sporulovat (Lowe et al. 2009; Song et al.
2014). Z hlediska patogenity S. nodorum ma pravdépodobné nejvétsi vyznam snizené odolnost
vuc€i chemickému stresu, predevSim peroxidu H.O, (Lowe et al. 2009; Song et al. 2014).
Obrana rostliny proti fytopatogennim houbam spociva z velké ¢asti pravé na produkci vysoce
reaktivnich latek, jako napfiklad H.0. (Renard-Merlier et al. 2007). Neschopnost patogena tyto
latky tolerovat mize vyrazné snizit jeho patogenitu a virulenci vici rostliné. DalSim doposud
nezminénym pozorovanym duasledkem delece genu TPS1, je alesponi u M. grisea ztrata
schopnosti utilizovat nitraty, a proto mutanti Atps1 vyzaduji pro rast jiny zdroj dusiku (Wilson
et al. 2007). Toto pozorovani nelze na zékladé dostupnych dat vysvétlit.

Tok uhlikatych latek v interakcich mezi rostlinami a parazitickymi houbami byl studovan
pomoci spektroskopickych a chromatografickych metod. S postupujicim ¢asem od zacatku
infekce a s rozvojem mycelia klesé v infikovanych pletivech obsah sacharo6zy, glukézy a fruktézy
(Thrower a Lewis 1973; Aked a Hall 1993; Abood a Ldsel 2003). Relativné k Ubytku téchto
sacharidll se zvysSuje podil houbovych metabolitid. Zda se, ze sink je u rliznych druh( hub
tvofen rdznymi houbovymi metabolity. Pozorovana preference pro pfijem glukézy u houby
z Celedi Erisyphaceae, padli Erysiphe pisi, a vysoky obsah trehalézy v rozpustné slozce

sacharidl (Aked a Hall 1993) by mohla v tomto pozorovani potencialné ukazovat na roli
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trehaldézy v tvorbé sinku. Naproti tomu u jiného fytopatogenniho druhu z &eledi Erisiphaceae,
Podosphaera xanthii, byla pozorovana vétsi preference pro pfijem fruktozy a vétSina ziskaného
uhliku byla inkorporovana do manitolu (Abood a Ldsel 2003). Identita latky tvofici pfidatny
houbovy sink bude tedy mozna zaviset na konkrétni interakci. Bez dalSich poznatki Ize
v8ak tuto problematiku stézi diskutovat.

Z vySe uvedenych informaci je patrné, Ze trehal6za u fytopatogennich hub zastavéa ddlezitou
ulohu. Rostliny na trehal6zu reaguji jako na infekéni agens a aktivuji v odpoved na vysoky
obsah trehalézy obranné mechanismy. Tato odpoved rostlin mGZe byt dana jednak tim,
ze trehaldéza néjakym zplsobem vychyluje metabolismus rostlin ve prospéch patogena (Gam
etal. 2011) nebo z duvodu, Ze velké mnozstvi trehaldézy znacli pfitomnost patogena
(napf. Renard-Merlier et al. 2007), pfipadné obojim. Zda se vSak zfejmé, ze velké mnozstvi
trehaldézy je pro rostlinu signalem k zahajeni modifikaci metabolismu (napf. Brodmann et al.
2002). Dilezitou roli hraje trehal6za i v metabolismu fytopatogennich hub, kde je z patrné velmi

komplexnich divodl nutna pro zdarnou infekci hostitele.

3.2. Houbové organismy parazitujici na rostlinach

| u nékterych organism( dfive fazenych do fiSe Fungi, dnes obecné nazyvanych houbové
organismy, je patrna participace trehaldozy a enzym( jeji biosyntézy v rozvoji chorob rostlin
témito organismy vyvolanych. Rozvoj onemocnéni je provazen zvySenim obsahu trehalozy
v napadenych pletivech i systemicky v celé rostliné a celkovou modifikaci metabolismu rostliny
(Brodmann et al. 2002; Alix et al. 2007; Gamm et al. 2011; Gravot et al. 2011; Siemens et al.
2011).

Jednim z houbovych organisma, u nichz se trehal6za podili na infekci rostliny, je nadorovka
Plasmodiophora brassiceae z fi$e Rhizaria. Rostliny huseni¢ku Arabidopsis thaliana v odpovéd
na napadeni timto patogenem odpovidaji mimojiné zvySenim exprese genl kodujicich
trehalazu AtTRE1 a zvySenim trehalazové aktivity (Brodmann et al. 2002; Gravott et al. 2011),
ato jesté pred tim, nez v rostlinnych pletivech dojde k akumulaci trehal6zy. Reakce rostliny
tak ukazuje spiSe na pfimy negativni vliv exogenni trehalbzy na metabolismus rostlin.
Tomu odpovida i pozorované zvySeni miry exprese genl kodujicich u P. brassiceae enzymy
biosyntézy trehalézy (Brodmann et al. 2002), zejména PbTPS pfi infekci hostitele. Otazkou je,
jakym konkrétnim zplsobem nadorovka rostliné v kofenech $kodi. Kromé obsahu trehal6zy se
v napadenych kofenech markantné zvysuje obsah Skrobu, ackoliv trehaléza v tomto pfipadé
pravdépodobné pfimo neovliviiuje expresi genu kédujicich ADPG-pyrofosforylazu (Brodmann
et al. 2002). Opét se nabizi moznost, ze trehal6za slouzi nadorovce k tvorbé uhlikového sinku

v napadenych pletivech, ackoliv o tomto tvrzeni Ize pouze spekulovat. Existuje nékolik genotypu
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huseniCku A. thaliana, které vykazuji ¢asteénou toleranci k napadeni P. brassiceae (Alix et al.
2007; Gravot et al. 2011). U genotypu Bur-0 (Burren-0), vykazujiciho nejvétsi odolnost
vuci tomuto patogenovi, byla pozorovana predevsim zvySena odolnost vici vvelkému mnozstvi
trehal6zy, pficemz souvislost mezi touto odolnosti a expresi genl biosyntézy trehaldézy nebyla
QTL (quantitative trait locus) testem prokazana (Gravot et al. 2011). Z této studie se také zda,
Ze aktivita trehaldzy nezodpovida za toleranci daného genotypu k napadeni nadorovkou.
Odolnost rostliny je tak dana pravdépodobné jinym, neznamym zplsobem.

Jinym houbovym organismem, u néhoZ bylo pozorovano propojeni mezi biosyntézou
trehalézy a infekci rostliny, je vietenatka Plasmopara vitocola z fiSe Chromalveolata.
| zde dochazi k rozsahlému ovlivnéni metabolismu rostliny (Gamm et al. 2011), v tomto pfipadé
u révy Vitis vinifera. V infikovanych listech byl pozorovan zvySeny obsah trehal6zy, trehaldzova
aktivita a zvySeny transport hexéz do infikovanych pletiv, ukazujici na pfitomnost uhlikového
sinku (Gamm et al. 2011). V infikovanych listech byl stejné jako u nadorovky P. brassiceae
akumulovan Skrob, ale vietenovka v tomto pfipadé pravdépodobné i pfimo zvySuje aktivitu
ADPG-pyrofosforylazy (Brodman et al. 2002; Gamm et al. 2011). V infikovanych listech byla
ale pozorovana snizena fotosynteticka aktivita, zpusobend snizenim miry exprese gend
zodpovédnych za syntézu soucasti fotosyntetického aparatu a zvySenim miry exprese genu
kodujiciho chlorofylazu (Gamm et al. 2011). Takového ovlivnéni se trehal6za nejspiSe
neucastni, jelikoz pravdépodobné miru fotosyntézy zvySuje (Pellny et al. 2004). Ovlivnéni
metabolismu Skrobu vSak mlzZe byt pfimym dusledkem sekrece T6P do pletiv rostliny.
Vysoky obsah T6P by pak by mohl vést k akumulaci Skrobu, podobné jako bylo pozorovano
u rostlin napadenych nadorovkou, €i vietenatkou (Wingler et al. 2000; Lunn et al. 2006; Ramon
et al. 2007; Martins et al. 2013).

U parazitt fadicich se mezi houbové organismy je patrny vliv trehalézy na infekci rostlin.
Metabolismus takio napadenych rostlin je zna¢né modifikovan, a vzhledem k vyrazné
zvySenému obsahu trehalézy a zménam v mife exprese genl zapojenych do biosyntézy
trehalézy v napadenych pletivech je mozné, Ze trehaléza se vyvolani téchto zmén Gcastni,

ackoliv vétSinou neni pfesné znamo jakym zpusobem.
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3.3. Dalsi parazité rostlin

Rostliny jsou parazitovany organismy z mnoha taxononomickych skupin. Role trehal6zy
v téchto parazitickych interakcich byla pozorovana kromé& hub a houbovych organismu
i u bakterii a bezobratlych Zivocichu.

V metabolismu bakterii se trehaléza bézné vyskytuje (Miller et al. 1998; Nishimoto et al.
1995; De Smet et al. 2000; Djonovi¢ et al. 2013; Poueymiro et al. 2014) a je dulezita
i v parazitickych interakcich s rostlinami. Deleci genu kddujicich enzymy biosyntézy trehal6zy
treYZ a treS u Pseudomonas aeruginosa vznikli mutanti neschopni patogeneze husenic¢ku
Arabidopsis thaliana (Djonovi¢ et al. 2013). U jiné fytopatogenni bakterie, Ralstonia
Solanacearum, je pfimo do bunék napadené rostliny injikovan jako soucast bakterialniho
efektoru typu Ill enzym ripTPS (Poueymiro et al. 2014). Velké mnozstvi trehalozy
v kolonizovanych pletivech Glycine max vytvafi i nékteré kmeny mutualistické bakterie
Bradyrhizobium japonicum (Muller et al. 1998). VSechny tyto bakterie ovliviiuji metabolismus
rostlin. Mze tomu tak byt i v zavislosti na mnozstvi produkované trehalézy (Miiller et al. 1998).
To, 2e zvySeny obsah trehalézy znali pro rostlinu pfitomnost patogena, je pomérné zjevné
(Reignault et al. 2001; Renard-Merlier et al. 2007). Rostliny Nicotiana tabacum dokonce reaguji
zahgjenim hypersenzitivni odpovédi v reakci nikoliv na zvySeny obsah trehal6zy, ale pfimo
na pfritomnost ¢asti C-terminalni domény enzymu ripTPS (Poueymiro et al. 2014). To dobfe
odrazi, jak rostlina cizorodou trehal6zu reflektuje. Nabizi se interpretace, Zze v tomto pfipadé,
kde je do rostliny injikovan enzym odliSny od rostlinného enzymu TPS, rostlina neni nucena
reagovat az na zvySeni obsahu trehal6zy nad fyziologickou Uroveri (Poueymiro et al. 2014).
Molekuly trehalézy pochazejici od patogena a pochéazejici z metabolismu rostlin nemuze
rostlina rozeznat, identifikace cizorodého enzymu je snazsi. Jde v8ak pouze o spekulaci.

U zminénych mutantt bakterie P. aeruginosa, neschopnych biosyntézy trehalézy,
bylo pozorovano navraceni patogenity po deleci genl pro syntézu xyloglukant a simultannim
exogennim dodanim trehalézy, nitratd a amoniaku (Djonovi¢ et al. 2013). Zd4 se tedy,
Ze z neznamych dlvodu je pro odolnost vici infekci touto bakterii nutné intaktni bunééné sténa
a dostatek dusikatych latek. Dodany byly nitraty a amoniak, které jinak v apoplastu nejsou hojné
(Djonovi¢ et al. 2013). Tyto vysledky Ize dat do volného kontextu s vysledky jinych studii.
Bylo pozorovéano, ze velké mnozstvi trehalézy u kokotice Cuscuta reflexa zplUsobuje inhibici
syntézy bunééné stény (Veluthambi et al. 1982). U fytopatogenni houby Magnaporthe Grisea,
jak zminéno dfive, je trehal6za pravdépodobné nutna pro utilizaci nitratl (Wilson et al. 2007),
coz by mohlo ukazovat spiSe na to, Zze navraceni patogenity mutantni P. aeruginosa souviselo
s dodanim amoniaku, ackoliv metabolismy dané bakterie a houby se mohou v tomto ohledu

markantné liSit. Trehal6za produkovanad patogenem by mohla mit roli v naruseni biosyntézy
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bunééné stény rostliny a zpfistupnéni intracelularniho obsahu bakterii. | zde je vSak otazkou,
zda muze k inhibici syntézy bunééné stény dochazet i u jinych rostlin.

Metabolismus bezobratlych zivocich(i obsahuje jako jednu ze z&kladnich slozek i trehal6zu
(napf. Candy a Kilby 1961; Murphy a Wyatt 1965), ktera se mozna uc€astni i patogeneze rostlin.
Pomoci metabolického mapovani byl pozorovan vysoky obsah trehal6zy a 1-kestézy v syncitiich
tvofenych fytopatogenni hlistici Heterodera schachtii u rostlin Arabidopsis thaliana (Hofmann
et al. 2010), neni vS8ak znama funkce trehal6zy v této interakci. Jiny pohled na Ulohu trehal6zy
v metabolismu rostlin nabizi pozorovani vysoce signifikantniho systemického zvySeni obsahu
trehaldzy u Arabidopsis thaliana v dusledku infekce mSicemi rodu Myzus persicae (Hodge et al.
2013). Z tohoto vysledku Ize vyvozovat, Zze trehal6za méa v metabolismu rostliny v této interakci
obranny charakter (Hodge et al. 2013). Je tedy mozné spekulovat, Ze rostlina reaguje specificky

na napadeni bezobratlymi organismy zvySenim obsahu trehal6zy.

3.4. Obecna role trehalézy v parazitickych interakcich

Vzhledem k tomu, Ze se trehal6za vétSinou vyskytuje v metabolismu vSech uvedenych
skupin fytopatogennich parazitd ve vyrazné vétSich mnozstvich, nez v metabolismu rostlin,
a vzhledem k odliSné povaze této molekuly v metabolismu rostlin a v metabolismu zminénych
parazitQ, Ize spekulovat o vyhodé trehal6zy jakozto infekéniho agens v patogenezi rostlin
(napf. Gamm et al. 2011). Signaliza¢ni role trehalézy u rostlin €ini z trehalézy vhodnou latku
pro vychyleni metabolismu rostliny ve prospéch patogena (Brodmann et al. 2002).
Pravdépodobné existuje ,aktivacni“ mnozstvi trehaldzy, kterou rostlina reflektuje jako naruseni
homeostaze a reaguje na ni spusténim obrannych a stresovych mechanismi (Reignault et al.
2001; Renard-Merlier et al. 2007). Aktivanim obsahem je mySlen takovy obsah trehal6zy,
ktery vede ke specifické zméné genové exprese odrazejici napadeni parazitem. Vzhledem
ktomu, Ze bazalni aktivita trehaldz v metabolismu rostlin je nejpiSe druhové a organové
specificka (Veluthambi et al. 1981; Wolska-Mitaszko a Molestak 2005), m(ize byt i ,aktivaéni“

obsah trehal6zy specificky pro kazdy druh a organ.
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4. Zaveér

Uloha trehalézy se li§i v ramci jednotlivych typl symbiotickych vztahG mezi rostlinami
a houbami, pfipadné i mezi rostlinami a jinymi organismy. Velmi dobfe konzervovanou
schopnosti trehal6zy je schopnost vytvaret pfidatny uhlikovy sink, jenz posiluje pfesun
uhlikatych latek smérem do houbového symbionta. V mykorhizni symbidéze je tento sink
regulovdn obéma symbiotickymi partnery, zatimco v parazitickych interakcich jevyrazné vice
regulovan houbovym symbiontem. Sila sinku tvofeného trehal6zou a jeho regulace, spole¢né
s daldimi ukazateli, tak m0ze reflektovat charakter vztahu mezi symbionty. OdliSna situace
nastava v téch typech mykorhizy, kde probiha pfesun uhlikatych latek pfevazné smeérem
opacnym, a kde muze byt trehaléza pochazejici z houbového symbionta utilizovana
symbiotickou rostlinou

Trehal6za a jeji intermediat trehal6za-6-fosfat mohou slouzit patrné velmi komplexnim
zpUsobem jako patogenni agens, jez je alespori u nékterych parazitickych druhd nutné
k standartnimu prlbéhu patogeneze. Metabolismus napadené rostliny je témito disacharidy
zjevné modifikovan. Neni vSak vylouceno, Zze exogenni trehaléza a T6P neovlivriuji podobnym
zplUsobem i metabolismus mykorhiznich rostlin, a to i v téch typech mykorhizni symbidzy,
kde dochézi k pfesunu uhlikatych latek smérem k houbovému symbiontu.

Vliv trehalézy na metabolismus mykorhizovanych rostlin, pfipadné uloha rostlinné trehalézy
v mykorhizni symbidze a parazitickych interakcich jsou témata hodna dalSiho studia. Trehal6za
je sacharid, jez v metabolismu obou symbiontl hraje vyznacnou roli. Zda se tedy byt zjevné,
ze mlze pfi fyzickém propojeni symbiontld slouzit jako komunikacni a mozna i manipulaéni
agens. Dal$i studium by mélo zahrnovat vyuziti velmi citlivych a specifickych metod a metod
molekularni genetiky k jasnéjSimu pochopeni intenzity zapojeni tohoto disacharidu do ovlivnéni

metabolismu symbiotickych partnerd.
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